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Popis i objašnjenje korištenih kratica 
 
AD:  Alzheimerova bolest (eng. Alzheimer's disease) 
sAD:  sporadični oblik Alzheimerove bolesti (eng. sporadic Alzheimer's disease)  
fAD:   obiteljski oblik Alzheimerove bolesti (eng. familial Alzheimer’s disease)  
Aβ:  β-amiloidni peptid 
AGE:  napredni krajnji produkti glikacije (eng. advanced glycation end products) 
AP:  area postrema  
APP:   amiloidni prekursorski protein (eng. amyloid precursor protein) 
APS:  amonij persulfat 
BS:   moždano deblo (eng. brain stem) 
CSF:  cerebrospinalni likvor (eng. cerebrospinal fluid) 
DAMP:  molekularni obrazac povezan s ozljedom (eng. damage-associated molecular  
                       pattern) 
DMNX: dorzalna motorna jezgra vagusa (eng. dorsal motor nucleus of vagus) 
DNA:   deoksiribonukleinska kiselina (eng. deoxyribonucleic acid) 
DPPIV: dipeptidil peptidaza IV (eng. dipeptidyl peptidase IV) 
DTNB:  5,5′-ditiobis-(2-nitrobenzoat) 
DVC:  dorzalni vagalni kompleks (eng. dorsal vagal complex) 
ELISA: enzimski imunotest (eng. enzyme-linked immunosorbent assay) 
ERK:  kinaza pod kontrolom izvanstaničnih signala (eng. extracellular signal- 
                       regulated kinase) 
GALE:  uridin difosfat galaktoza 4'-epimeraza (eng. uridine diphosphate galactose 4'- 
                       epimerase) 
GALK: galaktokinaza (eng. galactokinase) 
GALT:  galaktoza-1-fosfat uridililtransferaza (eng. galactose-1-phosphate  
                       uridylyltransferase) 
GFAP:  kiseli vlaknasti protein glije (eng. glial fibrillary acidic protein) 
GIP:  o glukozi ovisni inzulinotropni polipeptid (eng. glucose-dependent  
                       insulinotropic polypeptide) 
GLP-1: peptid sličan glukagonu 1 (eng. glucagon like peptide 1) 
GLUT1: transporter za glukozu 1 (eng. glucose transporter 1) 
GLUT3: transporter za glukozu 3 (eng. glucose transporter 3) 
GLUT4: transporter za glukozu 4 (eng. glucose transporter 4) 
GLUT8: transporter za glukozu 8 (eng. glucose transporter 8) 
GSK-3β: glikogen sintaza kinaza 3β  (eng. glycogen synthase kinase 3β) 
IRBS :   inzulinska rezistencija u mozgu (eng. insulin resistant brain state) 
IR:  inzulinski receptor (eng. insulin receptor) 
IR-A:  izoforma A inzulinskog receptora    
IR-B:  izoforma B inzulinskog receptora 
IRS1:  supstrat 1 inzulinskog receptora (eng. insulin receptor substrate 1) 
IRS2:  supstrat 2 inzulinskog receptora (eng. insulin receptor substrate 2) 
KPB:  kalijev fosfatni pufer (eng. potassium phosphate buffer 
LC:  locus coeruleus  
LDL:  llipoprotein niske gustoće (eng. low density lipoprotein)  
LSWB: pufer za ispiranje s niskom koncentracijom soli (eng. low salt washing buffer)  
MDA:  malondialdehid 
mTOR: meta rapamicina u sisavaca (eng. mammalian target of rapamycin) 
NBM:  nucleus basalis Meynert 
NDS:  seruma magarca (eng. normal donkey serum) 
NMDAR: receptor za N-metil-D-aspartat (eng. N-methyl-D-aspartate receptor) 
NO:  dušični oksid (eng. nitric oxide) 
NST:  transporter za nukleotidne šećere (eng. nucleotide sugar transporter) 
P70S6K: beta 1 kinaza ribosomalnog proteina S6 (eng. ribosomal protein S6 kinase  
                       beta-1) 
PAMP:  molekularni obrazac povezan s patogenima (eng. pathogen-associated  
                       molecular pattern) 
PFA:  paraformaldehid 
PHF:   filamenti spareni u dvostruku uzvojnicu (eng. paired helical filament) 
PI3K:  fosfatidilinozitol 3-kinaza (eng. phosphatidylinositol-3-kinase) 
pP70S6K: fosforilirani oblik beta 1 kinaze ribosomalnog proteina S6  
PSEN1: presenilin 1 
PSEN2: presenilin 2 
pULK1: fosforilirani oblik Unc-51-slične kinaze 1 (eng. Unc-51-like kinase 1) 
SAD:  Sjedinjene Američke Države  
SEM:  standardna pogreška (eng. standard error of the mean) 
SN:  supstantia nigra  
STZ:  streptozotocin  
STZ-icv: intracerebroventrikularna administriracija streptozotocina 
TNB:  5-tio-2-nitrobenzoat 
UDP-gal: uridil difosfat-galaktoza (eng.uridine diphosphate-galactose) 
UDP-glc: uridin difosfat-glukozu (eng. uridine diphosphate-glucose) 
ULK1:  Unc-51 slična kinaza 1 koja aktivira autofagiju (eng. Unc-51 like autophagy       
                       activating kinase) 
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AKUTNI UČINAK GALAKTOZE NA OKSIDATIVNI STRES I METABOLIZAM U 
MOŽDANOM DEBLU ŠTAKORSKOG MODELA SPORADIČNE ALZHEIMEROVE 
BOLESTI 
Jan Homolak 
Kronična peroralna primjena galaktoze sprječava nastanak kognitivnog deficita u štakorskom 
modelu sporadične Alzheimerove bolesti (sAD) koji se bazira na intracerebroventrikularnoj 
administraciji streptozotocina (STZ-icv). S druge strane kronična parenteralna primjena 
galaktoze potiče nastanak patoloških promjena koje se povezuju sa starenjem te se smatra 
životinjskim modelom ubrzanog starenja. Cilj ovog diplomskog rada bio je istražiti akutne 
učinke peroralne i intraperitonealne galaktoze kako bi bolje razumjeli mehanizme koji 
posreduju štetne i blagotvorne učinke. Budući da se neuropatološke promjene u moždanom 
deblu u pacijenata sa sAD-om pojavljuju prije nego u supratentorijalnim regijama mozga, te da 
moždano deblo predstavlja integrativno središte metaboličke i imunološke homeostaze u ovom 
smo se istraživanju fokusirali na učinke galaktoze na moždano deblo s naglaskom na dorzalnu 
motornu jezgru vagusa (DMNX). Koncentracija galaktoze i glukoze istražena je u plazmi i 
cerebrospinalnom likvoru (CSF) nakon akutne primjene galaktoze. Enzimskim imunotestom 
istražili smo učinak galaktoze na ukupni i aktivni glukagonu sličan peptid 1 (GLP-1) te inzulin 
u plazmi i likvoru. Promjene parametara povezanih s oksidativnim stresom evaluirali smo 
esejima za aktivnost katalaze, količinu reduciranog glutationa te lipidnu peroksidaciju. Ukupne 
metaboličke promjene moždanog debla istražene su analizom promjene fosforilacije proteina 
ključnih metaboličkih puteva Western blot metodom. Imunofluorescentnom analizom istražili 
smo promjene inzulinske signalizacije, autofagije, metabolizma, transporta glukoze i GLP-1 
receptora u DMNX-u. Dobiveni rezultati pokazuju da galaktoza akutno utječe na oksidativni 
stres i metabolizam u moždanom deblu te na lučenje inzulina i GLP-1. Analizirani rezultati 
ukazuju na postojanje razlika u učinku galaktoze ovisnih o načinu primjene (peroralno ili 
intraperitonealno) i o prethodnom tretmanu životinje (kontrolne ili životinje tretirane sa STZ-icv) 
što je potrebno dodatno istražiti.  
 






SUMMARY   
 
EFFECT OF ACUTE GALACTOSE ADMINISTRATION ON OXIDATIVE STRESS AND 
METABOLISM IN BRAIN STEM OF RAT MODEL OF SPORADIC ALZHEIMER'S 
DISEASE 
Jan Homolak 
Chronic oral galactose treatment prevents cognitive deficit in rat model of sporadic Alzheimer's 
disease (sAD) induced by intracerebroventricular streptozotocin (STZ-icv) administration. On 
the contrary, chronic parenteral galactose treatment induces pathological changes associated 
with aging and it is used as an accelerated aging animal model. The aim of the study was to 
determine the effect of acute peroral or intraperitoneal galactose in order to elucidate 
mechanisms responsible for detrimental and beneficial effects. During the development of sAD 
neuropathological changes occur in brain stem before the ones in supratentorial brain regions. 
Moreover, brain stem represents an important integrative center of metabolic and immune 
homeostasis. For this reason, we decided to focus on the brain stem changes, particularly 
those in the dorsal motor nucleus of the vagus nerve (DMNX). Plasma and cerebrospinal fluid 
(CSF) glucose and galactose concentration was evaluated after acute galactose 
administration. Enzyme-linked immunosorbent assay was used to determine changes in total 
and active fraction of glucagon-like peptide 1 (GLP-1) and insulin in plasma and CSF of 
galactose-treated animals. Oxidative stress was evaluated by measurement of catalase 
activity, reduced glutathion and lipid peroxidation. Metabolic effects in the whole brain stem 
were assessed by investigation of key metabolic pathway protein phosphorylation changes by 
western blot. Immunofluorescence was used to determine changes in insulin signaling, 
autophagy, metabolism, glucose transport and GLP-1 receptor expression in DMNX. Results 
suggest acute galactose administration modulates oxidative stress and metabolism in brain 
stem, as well as GLP-1 and insulin secretion. Our research indicates that the effect of 
galactose is dependant on the route of administration (oral or intraperitoneal) and previous 
animal treatment (control or STZ-icv treated animas), but further research is needed in order 
to fully understand the observed differences.  
 






1.1. Alzheimerova bolest 
 
Alzheimerova bolest (eng. Alzheimer's disease; AD) neurodegenerativna je bolest 
okarakterizirana progresivnim propadanjem kognitivnih funkcija i neuropsihijatrijskim 
simptomima. Smatra se najčešćim uzrokom demencije, a zbog kontinuiranog rasta broja 
oboljelih i nedovoljno učinkovite dijagnostike i liječenja predstavlja iznimno značajan 




Alzheimerova bolest smatra se najčešćim uzrokom demencije s procijenjenim udjelom 
između 50 i 70% [1].  Dobno standardizirana prevalencija AD-a u stanovnika Europe 
starijih od 65 godina iznosi 4.4% [2]. U Sjedinjenim Američkim Državama (SAD), 
istraživanje na nacionalnom reprezentativnom uzorku stanovnika starijih od 70 godina 
procjenjuje nešto višu prevalenciju od 9.7% [3]. Procijenjena globalna prevalencija iznosi 
3.9% u osoba starijih od 60 godina [4]. Incidencija AD-a kod osoba starijih od 65 godina u 
Europi iznosi 19.4 na 1000 osoba-godina [5], a u SAD-u na temelju podataka sakupljenih 
u Seattleu i Baltimoreu 15.0 na 1000 osoba-godina [6]. Incidencija AD-a pokazuje gotovo 
eksponencijalan rast s porastom dobi do 85. godine [1]. S obzirom na broj oboljelih koji je 
iznosio oko 40 milijuna 2016. godine i procijenjeni broj od 131 milijuna do 2050. godine 
(Prince i sur., 2016), te financijske izdatke za demenciju koji su 2010. iznosili 604 milijarde 
američkih dolara, a smatra se da će doseći čak 1.1 bilijun do 2050. [8], Alzheimerova 




1.1.2. Klinička slika 
 
Alzheimerova bolest okarakterizirana je s 3 skupine simptoma: simptomi kognitivne 
disfunkcije, neuropsihijatrijski simptomi i simptomi povezani s nemogućnosti obavljanja 
svakodnevnih aktivnosti [9]. Kognitivno propadanje kod pacijenata očituje se gubitkom 
pamćenja, slabljenjem jezičnih funkcija, te slabljenjem izvršnih funkcija poput planiranja i 
koordinacije intelektualnih funkcija. Skupina neuropsihijatrijskih simptoma uključuje 
depresiju, halucinacije, deluzije i agitaciju. Skupina simptoma koja se odnosi na 
nemogućnost obavljanja svakodnevnih aktivnosti uključuje čitav niz jednostavnih 
(odijevanje i hranjenje) i kompleksnih (vožnja i obavljanje kupnje) aktivnosti koje pacijent 
uz progresivni tijek bolesti sve slabije može obavljati [9]. 
 
1.1.3. Neuropatološka obilježja  
 
 
Alzheimerova bolest praćena je makroskopskim i mikroskopskim neuropatološkim 
promjenama moždanog tkiva pacijenata. Makroskopske promjene povezane s AD-om 
uključuju atrofiju frontotemporalne i asocijativne moždane kore, povećanje volumena 
moždanih komora te smanjenje volumena hipokampusa [10]. Unutarstanični 
neurofibrilarni snopići i izvanstanični neuritički (senilni) plakovi smatraju se glavnim 
mikroskopskim promjenama u AD-u. Neurofibrilarni snopići nastaju pojačanom 
fosforilacijom tau proteina povezanog sa stabilizacijom mikrotubula koja uzrokuje 
nakupljanje netopljivih agregata. Neuritički plakovi nastaju akumulacijom peptida amiloida 
β (Aβ) oko kojeg se nalaze distrofični neuritički izdanci i vrlo često mikroglijalne stanice ili 






1.1.4. Etiopatogeneza Alzheimerove bolesti 
 
Uzrok Alzheimerove bolesti nije do kraja razjašnjen osim u 1 - 5% bolesnika s dijagnozom 
AD koji imaju obiteljski oblik bolesti (eng. familial Alzheimer's disease; fAD). Ovaj rijetki 
oblik bolesti uzrokovan je mutacijom ili duplikacijom u genu za protein amiloidnog 
prekursora (eng. amyloid precursor protein; APP) ili mutacijama gena za presenilin 1 
(PSEN1) ili presenilin 2 (PSEN2). Ostalih 95 – 99% pacijenata ima sporadični oblik bolesti 
(eng. sporadic Alzheimer's disease; sAD) nerazjašnjene patofiziološke pozadine 
obilježene kompleksnom interakcijom brojnih genetskih i okolišnih faktora [11].  Brojne 
hipoteze generirane su s ciljem razjašnjavanja nastanka bolesti. To su hipoteza amiloidne 
kaskade, tau hipoteza, upalna hipoteza, hipoteza oksidativnog stresa, vaskularna 
hipoteza, kolesterolna hipoteza, hipoteza poremećaja homeostaze metalnih iona, 
inzulinska hipoteza, i druge (Mohandas i sur., 2009). Hipoteza amiloidne kaskade 
najpoznatija je i najzastupljenija u farmaceutskoj idustriji i akademskoj zajednici u 
posljednjih 25 godina. Zagovaratelji ove hipoteze tvrde da do nastanka AD-a dolazi zbog 
patološkog nakupljanja Aβ  u moždanom parenhimu (Karran i sur., 2011). Iako se 
povezanost nakupljanja Aβ i AD intenzivno istražuje na ljudima i životinjskim modelima, 
točan mehanizam kojim bi patološko nakupljanje ovog peptida uzrokovalo nastanak 
bolesti još nije razjašnjen. Nakupljanje Aβ nije nužno praćeno neurodegeneracijom. 
Povišene razine Aβ pronađene su i kod kognitivno zdravih starijih osoba [14], a osobe s 
Downovim sindromom u čijem se moždanom parenhimu često pronalazi patološko  
nakupljanje Aβ zbog trostruke kopije gena APP ne razvijaju uvijek demenciju [15]. Tau 
hipoteza okarakterizirana je patološkom fosforilacijom i nakupljanjem tau proteina kao 
središnjim patofiziološkim događajima u nastanku AD-a. Promjene u fosforilaciji tau 
proteina mogu biti potaknute raznim unutarstaničnim i izvanstaničnim zbivanjima kao što 
su oksidativni stress, signalizacija lipoproteinom niske gustoće (eng. Low density 
lipoprotein; LDL), regulacijom kolesterola unutar neuralnih membranskih splavi, 
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homeostazom željeza i mikroglijalnim faktorima [16]. Patološka fosforilacija tau proteina 
dovodi do destabilizacije mikrotubula i nastanka neurofibrilarnih snopića koji ometaju 
homeostatske procese stanice [12]. Upalna hipoteza naglašava važnost upalnih procesa 
u pokretanju i progresiji bolesti. Upalni signalni putevi pojačano su aktivni u moždanom 
tkivu pojedinaca s AD, a protuupalni terapijski pristup istražuje se u kontekstu prevencije 
i usporavanja progresije bolest [17, 18]. Oksidativni stres jedan je od ključnih faktora u 
patofiziologiji AD-a. Slobodni kisikovi radikali svojevrstni su signalizacijski sustav stanice i 
usko su regulirani proizvodnjom i eliminacijom pomoću antioksidativnog sustava [19]. U 
trenutku kad količina slobodnih radikala premaši puferski kapacitet antioksidativnog 
sustava nastaje oksidacijsko oštećenje staničnih proteina, lipida i DNA (eng. 
Deoxyribonucleic acid; DNA) s posljedičnim narušavanjem funkcionalnog kapaciteta koje 
može napredovati do smrti stanice [19, 20]. U AD-u pronađena je povećana razina 
peroksidacije lipida [21] i smanjen kapacitet antioksidacijskih sustava  [12]. U vaskularnoj 
hipotezi AD-a kronična hipoperfuzija mozga navodi se kao pokretač patoloških 
energetskih promjena u mozgu, endotelne disfunkcije, oksidativnog stresa, smanjene 
sinteze proteina i astrocitoze koji dovode do neurodegeneracije  [22]. Uz navedene 
hipoteze postoje i brojne druge koje pokušavaju objasniti nastanak AD. Jedna od hipoteza 
koja u kontekstu novih znanstvenih činjenica sve više dobiva na značaju je inzulinska 
hipoteza AD-a koja patološke procese povezuje s nastankom moždane inzulinske 
rezistencije.  
 
1.2 Moždana inzulinska rezistencija u Alzheimerovoj bolesti 
 
 
Iako se mozak dugo smatrao inzulin-neovisnim organom, u zadnjih nekoliko desetljeća 
otkrivene su pleiotropne funkcije inzulina u mozgu ključne za podržavanje normalne 
funkcije. Smatra se da je inzulin važan za regulaciju metabolizma glukoze, sinaptičke 
plastičnosti i neuralnog rasta, sa značajnim neuroprotektivnim djelovanjem [23]. Inzulin se 
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veže za inzulinski receptor (eng. insulin receptor; IR) koji ima dvije glavne izoforme IR-A i 
IR-B. IR-A ima veći afinitet za inzulin od IR-B i primarno se nalazi u razvijenom živčanom 
sustavu [24]. IR-B nalazi se u perifernim tkivima poput masnog tkiva i jetre, a u središnjem 
živčanom sustavu nalazi se na astrocitima [25]. Nakon vezanja za inzulinski receptor, 
inzulin potiče autofosforilaciju tirozinskih ostataka na beta podjedinici receptora što dovodi 
do aktivacije signalnih proteina supstrata inzulinskog receptora 1 (eng. insulin receptor 
substrate 1; IRS1) i supstrata inzulinskog receptora 2 (eng. insulin receptor substrate 2; 
IRS 2). Vezanje inzulina na receptor aktivira dvije glavne signalne kaskade – 
fosfatidilinozitol 3-kinaza (eng. phosphatidylinositol-3-kinase; PI3K) /Akt kaskadu ključnu 
za regulaciju metabolizma i sintezu proteina te Ras /kinaze pod kontrolom izvanstaničnih 
signala (eng. extracellular signal–regulated kinases; ERK)/ kaskadu koja modulira stanični 
rast i preživljenje [24]. Uz aktivaciju navedenih signalnih puteva, inzulin ostvaruje i neke 
druge još nedovoljno istražene učinke u mozgu. Pokazano je da uz inzulin-neovisne 
transportere za glukozu u mozgu – transporter za glukozu 1 (eng. glucose transporter 1; 
GLUT1) i transporter za glukozu 3 (GLUT3), postoje i o inzulinu ovisni transporteri poput 
transportera za glukozu 4 (GLUT4) i transportera za glukozu 8 (GLUT8) u hipokampusu, 
senzorimotornim područjima moždane kore, hipotalamusu i hipofizi [24]. Osim toga, 
inzulin regulira ekspresiju receptora za N-metil-D-aspartat (eng. N-methyl-D-aspartate 
receptor; NMDAR) [26], razinu neurotransmitera noradrenalina i acetilkolina [27, 28], te 
vaskularnu funkciju učinkom na dušični oksid (eng. nitric oxide; NO) i endotelin-1 [24]. 
Ključna regulatorna uloga inzulina u sustavima usko povezanim s patogenezom bolesti 
govori u prilog hipotezi da je disfunkcija inzulinske signalizacije središnje zbivanje u 
etiopatogenezi sAD. U teoriji, patološke promjene koje nastaju u sklopu sAD-a mogle bi 
biti posljedica poremećene inzulinske signalizacije. Inzulin se smatra glavnim regulatorom 
cerebralnog metabolizma glukoze [23] koji je promijenjen već u ranim stadijima sAD-a 
[29]. Hipometabolizam uzrokovan narušenom inzulinskom signalizacijom uzrokuje 
poremećaj sustava regulatorne glikozilacije staničnih proteina, narušava homeostatsku i 
sinaptičku funkciju te neuronalni citoskelet [30]. Zbog narušene signalizacije PI3K/Akt puta 
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koja nastaje u stanju moždane inzulinske rezistencije (eng. insulin resistant brain state; 
IRBS) narušeno je preživljavanje neurona i oligodendroglijalnih stanica, neuronalna 
plastičnost i funkcija mijelina [30]. U IRBS pojačana je aktivnost  glikogen sintaze kinaze 
3β  (eng. glycogen synthase kinase 3β; GSK-3β) i fosfataze koje dodatno negativno utječu 
na inzulinsku signalizaciju što dovodi do smanjene wnt signalizacije, upale [30]. Zbog 
inzulinske rezistencije smanjena je ekspresija inzulinom reguliranih gena poput kolin 
acetiltransferaze i gena povezanih s regulacijom metabolizma glukoze, a reaktivna 
hiperinzulinemija koja se razvija u stanju rezistencije uzrokuje cerebrovaskularne 
patofiziološke promjene [30]. Osim što hiperfosforilacija tau proteina s posljedičnom 
destabilizacijom mikrotubula, oksidativnim stresom i inzulinskom rezistencijom mogu u 
teoriji objasniti većinu patogenetskih promjena u sAD-u, eksperimentalni podaci potvrđuju 
ovu hipotezu. U AD-u snižena je razina cerebralnog inzulina i inzulinske mRNA [31, 32] te 
aktivnost tirozin kinaza [32]. Koncentracija signalnih supstrata (IRS1 i IRS2) inzulinskog 
receptora smanjena je kao i aktivnost glavnih nizvodnih signalnih puteva PI3K i ERK [33], 
a progresivno smanjenje proteina povezanih s inzulinskom signalizacijom u korelaciji je 
sa stadijem bolesti po Braaku [31]. 
 
1.3 Štakorski model sporadične Alzheimerove bolesti 
 
S obzirom na nedovoljno razjašnjene mehanizme patogeneze i velike metodološke, 
tehničke i etičke prepreke u istraživanju početka razvoja bolesti na ljudima, nove 
znanstvene spoznaje velikim se dijelom temelje na životinjskim eksperimentima. Često se 
kao modeli AD-a koriste transgenične životinje s pojačanom ekspresijom gena 
povezanom sa stvaranjem Aβ (Elder i sur., 2010). Kako je podloga nastanka bolesti u 
ovim modelima genetska, ovakav je pristup opravdan i vrlo vrijedan u razjašnjavanju 
obiteljskog oblika bolesti, ali ne omogućava nam proučavanje patogeneze znatno češćeg, 
sporadičnog oblika. Za model sAD-a predložen je ne-transgenični štakorski model AD koji 
se dobiva intracerebroventrikularnom administracijom streptozotocina (STZ-icv) 
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(Šalkovic-Petrišić i sur., 2013). Streptozotocin (STZ) betacitotoksični je spoj koji se u 
istraživanjima na životinjama koristi za generiranje modela šećerne bolesti tipa 1 
(periferna administracija visoke doze) i šećerne bolesti tipa 2 (višekratna periferna 
administracija niskih doza) [36]. Administracija niskih doza STZ-a 
intracerebroventrikularno dovodi do moždane inzulinske rezistencije (eng. insulin resistant 
brain state; IRBS) (Agrawal i sur., 2011; Grünblatt i sur., 2007), cerebralnog 
hipometabolizma (Hoyer i Lannert, 2007), smanjene kolinergične neurotransmisije 
(Biasibetti i sur., 2017), oksidativnog stresa (Prakash i sur., 2015), neuro-upale (Knezovic 
i sur., 2017) te uzrokuje neuropatološke promjene slične onima pronađenim u sAD-u poput 
hiperfosforilacije tau proteina, nastanka neurofibrilarnih promjena (Knezović i sur., 2015) i 
patološkog nakupljanja Aβ (Knezović i sur., 2015; Šalkovic-Petrišić i sur., 2006). Uz 
navedene promjene STZ-icv uzrokuje progresivno oštećenje učenja i pamćenja (Knezović 
i sur., 2015). Zbog navedenih promjena STZ-icv model smatra se prikladnim za 
istraživanje promjena povezanih sa sAD [23, 35].   
 
1.4  Moždano deblo u Alzheimerovoj bolesti 
  
Moždano deblo dio je središnjeg živčanog sustava koji kontinuitetom sive i bijele tvari 
spaja kralježničnu moždinu s velikim i malim mozgom [45]. Moždano deblo od ključnog je 
značaja za normalno funkcioniranje organizma zbog spojnih i posredničkih i brojnih 
autonomnih funkcija [45]. Istraživanje struktura moždanog debla (eng. brain stem; BS) u 
AD-u sugerira da bi neuropatološke promjene u ovom području mogle biti uključene u rani 
razvoj bolesti. Postmortalnim analizama utvrđeno je da se neuropatološke promjene u 
strukturama BS-a razvijaju prije nego u supratentorijalnim regijama mozga. Neurofibrilarni 
snopići pojavljuju se u dorzalnim raphe jezgrama prije razvoja patoloških promjena u 
transentorinalnoj regiji (Grinberg i sur., 2009), a patološke promjene u raphe jezgrama 
proporcionalne su neuropatološkim promjenama stupnjevanim po Braak klasifikaciji (Rüb 
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i sur., 2000). Neuropatološke promjene subkortikalnih struktura u AD-u, osim dorzalnih 
raphe jezgara, zahvaćaju i druge jezgre BS i to primarno nucleus basalis Meynert (NBM), 
locus coeruleus (LC) i substantiu nigru (SN) (Lyness i sur., 2003). U ovom istraživanju 
odlučili smo se fokusirati na promjene u dorzalnoj motornoj jezgri vagusa (eng. dorsal 
motor nucleus of vagus; DMNX), dijelu moždanog debla ključnom za regulaciju 
metaboličke homeostaze te sistemske i središnje upale (Pavlov i Tracey, 2012), dvije 
homeostatske funkcije koje se smatraju važnima u etiopatogenezi sAD. 
 
1.5 Integrativna metabolička i imunoregulatorna uloga dorzalne 
motorne jezgre vagusa 
 
Dorzalna motorna jezgra vagusa dio je dorzalnog vagalnog kompleksa (eng. dorsal vagal 
complex; DVC) koji se smatra ključnim regulatornim središtem homeostaze 
kardiovaskularnog, respiratornog, endokrinog i imunološkog sustava organizma. 
Regulatorna funkcija DVC-a ostvaruje se integracijom uzlaznih interoceptivnih informacija 
sa silaznim visceromotornim signalima te modulacijom funkcije organa s ciljem 
sinkronizacije zasebnih sustava na razini organizma [50]. Dorazalna motorna jezgra 
vagusa eferentni je krak DVC-a putem kojeg se ostvaruje modulatorni učinak vagusa. U 
kontekstu etiopatogeneze sAD-a promjene DMNX mogle bi predstavljati patofiziološki 
mehanizam koji posreduje homeostatsku metaboličku i imunosnu disfunkciju organizma.  
Metabolička regulacija posredovana vagusom zasniva se na integraciji perifernih 
aferentnih informacija (iz probavnog trakta, jetre i gušterače), centralnih informacija (iz 
moždane kore i hipotalamusa) i informacija koje pristižu u DMNX neposrednim učinkom 
na DVC putem fenestriranih kapilara aree postreme (AP). Nakon integracije informacija 
eferentni krak DVC-a, primarno putem DMNX-a, regulira pokretljivost probavnog sustava 
[51], izlučivanje želučane kiseline [52], egzokrinu [53] i endokrinu [54] funkciju gušterače 
te jetrenu proizvodnju glukoze [55]. Vagalna regulacije upale posredovana je vagalnim 
 9 
 
upalnim refleksom (eng. vagal inflammatory reflex; VIR), integriranim fiziološkim 
mehanizmom čiji aferentni krak sudjeluje u prepoznavanju proupalnih citokina, 
molekularnih obrazaca povezanih s ozljedom (eng. damage-associated molecular pattern; 
DAMP) i molekularnih obrazaca povezanih s patogenima (eng. pathogen-associated 
molecular pattern; PAMP), a eferentni krak regulira upalni odgovor primarno putem 
modulacije urođenog imunosnog sustava (Chavan i sur., 2017; Pavlov i Tracey, 2012). 
Oštećenje DMNX u AD-u opisano je na funkcionalnoj (Polak i sur., 2007) i patohistološkoj 
razini (Parvizi i sur., 2001), a naša pilot istraživanja pokazuju da akutna administracija 
STZ-icv uzrokuje biokemijske promjene na razini DMNX-a vidljive i mjesec dana nakon 
intracerebroventrikularnog tretmana (neobjavljeni rezultati). S obzirom na važnu ulogu 
DMNX-a u fiziološkom metaboličkom odgovoru na nutrijente u ovom radu odlučili smo 
istražiti postoji li razlika u metaboličkom odgovoru DMNX-a na peroralnu i 
intraperitonealnu D-galaktozu kod kontrolnih i STZ-icv životinja i mogu li promjene na 






D-galaktoza monosaharidni je šećer prvi put kristaliziran 1856. godine [59] koji se u prirodi 
kao i većina šećera pojavljuje u D-konfiguraciji. U biološkom svijetu D-galaktoza široko je 
rasprostranjena i nalazi se u slobodnoj i vezanoj formi u životinjskom, biljnom i 
bakterijskom svijetu [60].  Iako je strukturalno galaktoza C-4 epimer glukoze koji putem 
Leloirovog puta može biti metaboliziran u glukozu i iskorišten kao alternativni izvor 






1.6.1 Metabolizam D-galaktoze 
 
Metabolizmom laktoze nastaje galaktoza u β-konformaciji koju aldoza-1 epimeraza 
galaktoza mutarotaza pretvara u anomer za koji je specifična struktura α-piranoze [60]. 
Galaktoza u α-konformaciji može biti metabolizirana u Leloirovom putu [60]. Leloirov put 
sastoji se od postepene pretvorbe α-galaktoze u uridin difosfat-glukozu (eng. uridine 
diphosphate-glucose; UDP-glc) posredstvom tri enzima: galaktokinaze (eng. 
galactokinase; GALK), galaktoza-1-fosfat uridililtransferaze (eng. galactose-1-phosphate 
uridylyltransferase; GALT) i uridin difosfat galaktoza 4'-epimeraze (eng. uridine 
diphosphate galactose 4'-epimerase; GALE) koja može sudjelovati u energetskom 
metabolizmu preko glukoza fosfata (slika 1.) [60]. U prvom koraku Leloirovog puta α-
galaktoza pretvara se pomoću GALK-a u galaktoza-1-fosfat. U drugom koraku iz UDP-glc 
i galaktoza-1-fosfata pomoću enzima GALT nastaju glukoza-1-fosfat i uridil difosfat-
galaktoza (eng. uridine diphosphate-galactose; UDP-gal). U zadnjem koraku GALE 
katalizira pretvorbu UDP-gal u UDP-glc (slika 1.)  [60]. Ovaj metabolički put galaktoze 
kojim se galaktoza pretvara u glukozu smatra se glavnim, no postoje i drugi, alternativni 
metabolički putevi. Alternativni metabolički putevi galaktoze uključuju redukciju galaktoze 
pomoću enzima aldoza reduktaze kojom nastaje šećerni alkohol galaktitol, oksidaciju 
galaktoze pomoću galaktoza dehidogenaze uz galaktonat kao produkt reakcije te 
pirofosforilazni put (slika 1.) [60]. Uz energetski značaj galaktoze ključno je istaknuti 
važnost UDP-gal kao donora galaktoze u glikozilacijskim reakcijama usko povezanim s 
cijelim nizom bioloških procesa koji kontroliraju stanični povezanost, metaboličke puteve, 
aktivaciju receptora, signalne puteve i endocitozu [61]. Nakon proizvodnje UDP-gal u 
citoplazmi transporteri za nukleotidne šećere (eng. nucleotide sugar transporters; NST) 
aktivnim ju transportom prebacuju u endoplazmatski retikulum i Golgijevo tijelo gdje se 
iskorištava kao supstrat za glikoziltransferaze [60]. U regulaciji procesa glikozilacije važan 
je i poslijednji enzim Leloirovog puta GALE koji osim već opisane reakcije sudjeluje i u 
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Slika 1. Metabolizam galaktoze  
 
1.6.2 Intraperitonealna primjena D-galaktoze 
Kronična svakodnevna parenteralna primjena D-galaktoze kod miševa i štakora rezultira 
pojavom degenerativnih promjena povezanih sa starenjem i propadanje kognitivnih 
funkcija zbog čega se koristi kao životinjski model ubrzanog starenja [62, 63]. Iako 
mehanizam kojim parenteralna primjena D-galaktoze uzrokuje patološke promjene 
povezane sa starenjem još nije razjašnjen postoji nekoliko hipoteza. Nakon redukcije D-
galaktoze aldoza reduktazom nastaje šećerni alkohol galaktitol koji se zbog slabe difuzije 
i nemogućnosti daljnjeg metaboliziranja akumulira u stanicama [60, 62]. Akumulacija 
galaktitola uzrokuje osmotski stres i narušava homeostatske procese stanice što rezultira 
pojačanim stvaranjem slobodnih radikala i posljedično oksidativnim oštećenjem. Drugi 
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mehanizam kojim bi galaktoza mogla narušiti staničnu funkciju je ne-enzimatska reakcija 
s amino skupinama makromolekula uz nastanak naprednih krajnjih produkata glikacije 
(eng. advanced glycation end product; AGE) Maillardovom reakcijom [64].  
 
1.6.3 Peroralna primjena D-galaktoze 
 
Suprotno štetnom učinku parenteralne galaktoze, dugotrajna primjena peroralne 
galaktoze pokazuje zaštitni učinak i spriječava razvoj kognitivnih deficita u štakorskom 
modelu sAD-a [65, 66]. Mehanizam kojim kronični tretman oralnom galaktozom ostvaruje 
zaštitni učinak aktivno se istražuje, a trenutno objavljeni rezultati upućuju na nekoliko 
mogućih objašnjenja. Koncentracija galaktoze u plazmi i cerebrospinalnom likvoru (eng. 
cerebrospinal fluid; CSF) značajno se razlikuje nakon primjene jednake doze peroralno i 
parenteralno [65, 66]. S obzirom da visoka koncentracija galaktoze može biti štetna za 
stanice, moguće je da je zaštitni učinak galaktoze dolazi do izražaja isključivo pri niskim 
koncentracija koje se postižu nakon peroralne primjene. Pri koncentracijama koje su 
dovoljno niske da ne oštećuju stanice, galaktoza može ući u stanice inzulin-neovisnim 
mehanizmom preko GLUT3 i Leloirovim putem ispraviti stanični nedostatak glukoze koji 
je nastao kao posljedica inzulinske rezistencije u sAD-u, a budući da galaktoza spriječava 
smanjenje GLUT3 kod životinja tretiranih STZ-icv, moguće je i da je učinak na stanični 
hipometabolizam posredovan regulacijom transportera za glukozu [65]. Intracelularna 
galaktoza utječe i na  O-glikozilaciju regulatornih proteina koja je promijenjena u AD-u [67]. 
Galaktoza služi i kao prekursor aminokiselina te njezini pozitivni učinci mogu biti povezani 
s obnovom aminokiselinskih neurotransmitera i aminokiselina nužnih za održavanje 
homeostaze metabolizma [68]. Peroralna galaktoza potiče lučenje inkretinskih hormona 
poput peptida sličnog glukagonu 1 (eng. glucagon like peptide 1; GLP-1) i o glukozi 
ovisnog inzulinotropnog polipeptida (eng. glucose-dependent insulinotropic polypeptide; 
GIP)  koji imaju neuroprotektivno djelovanje [66]. S obzirom na trenutne obećavajuće 
rezultate istraživanja koji ukazuju da bi kronični tretman peroralnom galaktozom mogao 
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ispraviti metabolički defict povezan s nastankom sAD cilj ovog rada je istražiti akutni 






























Učinak akutne administracije galaktoze na strukture moždanog debla ovisan je o načinu 
primjene i razlikuje se u kontrolnih i STZ-icv životinja.  
 
3 OPĆI CILJ I SPECIFIČNI CILJEVI 
 
Opći cilj: 
Opći cilj rada je ispitati učinak akutne peroralne i intraperitonealne administracije 
galaktoze na moždano deblo kontrolnih i STZ-icv tretiranih životinja. 
Specifični ciljevi rada: 
1) Analizirati koncentraciju galaktoze u plazmi i cerebrospinalnom likvoru nakon peroralne 
i intraperitonealne administracije galaktoze 
2) Ispitati utječe li peroralna i intraperitonealna administracija galaktoze na koncentraciju 
glukoze i inzulina u plazmi i cerebrospinalnom likvoru 
3) Istražiti promjene moždanog debla povezane s oksidativnim stresom nakon peroralne 
i intraperitonealne administracije galaktoze  
4) Analizirati metaboličke promjene u moždanom deblu nakon akutne primjene peroralne 
i intraperitonealne galaktoze 








4 MATERIJALI I METODE 
 
4.1 Materijali  
 
4.1.1       Kemikalije 
 
U istraživanju su korišteni streptozotocin, D-galaktoza, koktel inhibitora proteaza, inhibitor 
fosfataza PhosStop i inhibitor dipeptidil dipeptidaze-4 (Sigma Aldrich, Njemačka), test za 
kolorimetrijsko mjerenje glukoze Greiner  Diagnostic  Glucose  GOD-PAD-PAP 
(Dijagnostika, Hrvatska), test za kolorimetrijsko mjerenje galaktoze (Invitrogen, USA), 
enzimski imunotest (eng. enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) za mjerenje 
inzulina, aktivnog i ukupnog GLP-1 (Merck Milipore, USA). Tijekom istraživanja korištena 
su i primarna protutijela na GLUT4 (Merck Millipore, SAD), aktin (Sigma Aldrich, 
Njemačka), antitijelo na fosforiliranu Unc-51-sličnu kinazu (eng. Unc-51-like kinase 1, 
pULK1), fosforilirani protein P70S6 kinazu (pP70S6k), ukupni protein P70S6 kinazu 
(P70S6k), fosforiliranu kinazu pod kontrolom izvanstaničnih signala (pERK1/2), ukupni 
protein kinazu pod kontrolom izvanstaničnih signala (ERK1/2), fosforilirani supstrat 1 
inzulinskog receptora (pIRS1) (Cell-signaling ,SAD), transporter za glukozu 3 (GLUT3), 
receptor za glukagonu sličan peptid 1 (GLP-1R) (Santa Cruz, SAD). Sekundarna 
protutijela korištena u istraživanju su mišja i zečja protutijela vezana uz peroksidazu (HRP) 
(Cell-signaling, SAD) te fluorescentna protutijela AlexaFluor488 i AlexaFluor555 






Svi pokusi provedeni su na muškim Wistar štakorima starim 3 mjeseca, tjelesne težine 
između 250 i 300 g, uzgojenim na Zavodu za Farmakologiju Medicinskog fakulteta 
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(dozvola br. HR-POK-007). Sva in vivo istraživanja strogo su slijedila smjernice Zakona o 
zaštiti životinja (NN 135/06), Zakona o izmjenama i dopunama Zakona o zaštiti životinja 
(NN 37/13) i Pravilnika o zaštiti životinja koje se koriste u znanstvene svrhe (NN 55/13). 
Za obavljanje pokusa na projektu, kojeg je ovaj diplomski rad dio, dobivena je dozvola 
Ministarstva poljoprivrede (broj UP/I-322-02/15-01/156) i etičkog povjerenstva 
Medicinskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu. Sa životinjama su rukovale isključivo osobe 
službeno osposobljene za rad sa životinjama. 
 
4.2 Metode  
 
4.2.1 Eksperimentalni model sporadične Alzheimerove bolesti 
 
Štakorski model sporadične Alzheimerove bolesti bazira se na intracerebroventrikularnoj 
administraciji streptozotocina (STZ-icv). Štakori su anestezirani ketaminom (60mg/kg) i 
ksilazinom (5-10mg/kg) i podvrgnuti kratkom kirurškom postupku prvi i treći dan pokusa. 
Na vrhu glave ošiša se dlaka i napravi rez kože i potkožnog tkiva. Pomoću električne 
bušilice (NSK Ultimate XL, Hoffman Estates, IL, SAD) napravi se otvor promjera 1mm u 
parijetalnoj kosti s lijeve i desne strane, na udaljenosti 1,5-2 mm dijagonalno od križanja 
sagitalnog i koronarnog šava prema ranije opisanom postupku (Noble i sur., 1967). Tanka 
mikroinjekciona igla uvodi se na dubinu od 4 mm. Nakon što je igla postavljena u lijevu i 
desnu moždanu komoru polako se daje STZ otopljen u 0,05 M citratnom puferu (pH 4,5) 
u dozi od 1,5 mg/kg u ukupnom volumenu od  4 µL 1. i 3. dan. Kontrolnoj skupini životinja 
na isti se način u općoj anesteziji administrira samo otapalo. 
U ovom istraživanju mjesec dana nakon STZ životinje su tetirane galaktozom (200mg/kg) 
peroralno pomoću orogastrične sonde ili intraperitonealnom injekcijom. Protokol 






Slika 2. Protokol eksperimenta za evaluaciju subakutnog učinka STZ-icv i akutnog 
učinka peroralne i intraperitonealne administracije D-galaktoze. Prvi i treći dan 
eksperimenta muškim Wistar štakorima intracerebroventrikularno je apliciran STZ (STZ) 
ili otapalo (CTR). Nakon 4 tjedna svaka je grupa (CTR i STZ) podijeljena u 3 podgrupe od 
kojih jedna nije dobila nikakav tretman (CTR i STZ), druga je grupa primila 200mg/kg D-
galaktoze peroralno putem orogastrične sonde (CTR+PO i STZ+PO), a treća je grupa 
primila 200mg/kg D-galaktoze intraperitonealno (CTR+IP i STZ+IP). 15 minuta nakon 
administracije galaktoze životinje su žrtvovane u dubokoj anesteziji, tkivo ekstrahirano i 





4.2.2 Žrtvovanje i uzimanje biološkog materijala 
 
U svim pokusima životinje su žrtvovane u dubokoj anesteziji (tiopental 60 mg/kg, 
diazepam 6 mg/kg). Životinje, čije je tkivo predviđeno za western blot analizu i eseje 
oksidativnog stresa dekapitirane su, nakon čega je tkivo izvađeno, zamrznuto u tekućem 
dušiku i pohranjeno na -80oC. Preostale životinje u dubokoj su anesteziji podvrgnute 
transkardijalnoj perfuziji s 4% paraformaldehidom (PFA)  otopljenim u fosfatnom puferu (2 
g KCl; 11,3 g Na2HPO4; 90 g NaCl; 2 g KH2PO4 do   1 L dH2O). Nakon što je postignuta 
dovoljno duboka anestezija, oštrim se škarama napravi rez kroz kožu i mišiće toraksa u 
medijalnoj aksilarnoj liniji s lijeve i desne strane. Prerežu se dijafragma i lateralni dijelovi 
rebara, a igla s fiziološkom otopinom  (0.9% NaCl) uvede se u lijevu srčanu klijetku. Malim 
se rezom otvori desna pretklijetka, a fiziološka otopina pusti se kroz iglu za perfuziju. 
Nakon što koža i sluznice životinje poblijede i fiziološka tekućina počne izlaziti kroz desnu 
pretklijetku, zaustavlja se tok fiziološke otopine i pušta se PFA. Nakon protoka 250mL PFA 
tijelo životinje otvrdne. Organi za histološku analizu izvade se i stave u 15% šećer otopljen 
u 4% puferiranom PFA, nakon čega se prebace u 30% šećer otopljen u fiziološkoj otopini, 
te nakon što se tkivo prožme s otopinom zamrzne se na -80°C . 
 
4.2.3 Homogeniziranje tkiva  
 
Za izolaciju proteina, moždano deblo štakora stavili smo u 500 μL otopine pufera za lizu 
stanica (1 M trisa pH 8,0; 1 M NaCl; 0,005 M EDTA; 1 M DTT; 0,01 M natrij vanadata) i 
proteaza inhibitora (1:100) na ledu nakon čega je tkivo homogenizirano pomoću 
sonikatora (Microson Ultrasonic Cell Disruptor XL, Manassas, VA, SAD). Homogenat je 
centrifugiran 10 minuta na 12 500 g i 4 °C (Biofuge fresco heraeu, Hanau, Njemačka), a 




4.2.4 Mjerenje koncentracije proteina 
 
Koncentraciju proteina u uzorcima ukupnog staničnog lizata moždanog debla odredili smo 
metodom po Lowriju (Lowry i sur., 1951). Pripremili smo uzorak dodavanjem 10 μL 
ukupnog staničnog lizata u 2 mL reagensa bakrova sulfata (49 mL otopine 2% Na2CO3 u 
0,1 M NaOH i 1 mL otopine jednake količine 1% CuSO4·5H2O i 2% NaK tartarata) i ostavili 
10 min. Dodali smo 0,2 mL folin reagensa (H2O i Folin-ciocalteu, 2:1) i uzorke ostavili 30 
minuta. Nastalu plavu boju izmjerili smo spektrofotometrijskom analizom pri valnoj duljini 
od 750 nm (Iskra HPV 220, Slovenija). Koncentraciju proteina izračunali smo na temelju 
standardne otopine albumina goveđeg seruma  koncentracije 15mg/mL. Kao slijepu probu 
u postupku koristili smo 10 µL 0,1 N HCl. 
 
4.2.5. Mjerenju glukoze, galaktoze, inzulina i GLP-1 
Koncentraciju glukoze izmjerili smo kolorimetrijski GOD-POD-PAP metodom [71]. 
Ukratko, glukoza se otkriva nakon enzimatske oksidacije u prisutstvu glukoza oksidaze. 
Oksidacijom glukoze nastaje H2O2 koji uz pomoć peroksidaze reakcijom s fenolom i 4-
aminofenazonom omogućava kolorimetrijsko očitavanje na 500nm. Koncentraciju 
galaktoze izmjerili smo metodom koja se zasniva na oksidaciji galaktoze pomoću 
galaktoza oksidaze. Oksidacijom galaktoze nastaje H2O2 koji uz pomoć peroksidaze 
reagira s Amplex Red reagensom uz nastanak resorufina. Koncentraciju galaktoze 
moguće je izračunati na temelju kolorimetrijske analize koncentracije resorufina koji 
fluorescira crveno. Koncentraciju inzulina, ukupnog i aktivnog oblika GLP-1 odredili smo 
komercijalno dostupnim enzimskim imunotestovima (Merck Millipore, SAD) i analizirali 
kolorimetrijskom analizom pomoću multimodalnog čitača mikropločica Infinite F200 PRO 
(Tecan, Švicarska) u plazmi i CSF-u. Svi korišteni protokoli strogo su slijedili upute 
proizvođača testa. Absorbancije inzulina i ukupnog GLP-1 (7-36 i 9-36) izmjerene su na 
450 nm s kontrolnim mjerenjem na 590 nm. Koncentracija aktivnog oblika GLP-1 (7-36 
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amid i 7-37) određena je na fluorescentnom čitaču na ekscitacijsko-emisijskoj valnoj duljini 
od 355/460 nm.  
 
4.2.6. Western blot analiza 
Za analizu promjene fosforilacije pojedinih proteina koristili smo Western blot analizu. 
Ukratko, proteine smo razdvojili elektroforezom na poliakrilamidnom gelu gdje pod 
utjecajem napona proteini putuju ovisno o molekularnoj masi. Razdvojeni proteini prenose 
se na nitrocelulouznu membranu i vizualiziraju obilježavanjem pomoću primarnih i 
sekundarnih protutijela koja željeni proteini lokalizacijski sprežu s kemiluminiscentnom 
reakcijom koju je moguće detektirati kamerom. Promjenu fosforilacije proteina moguće je 
analizirati nakon određivanja omjera fosforiliranog i ukupnog proteina od interesa. Uzorci 
korišteni u Western blot analizi pripremljeni su uzimanjem jednake količine proteina i 
pufera za nanošenje na gel (sample pufer [2 mL glicerola; 6 mL 10% SDS; 2,5 mL 1 M 
trisa pH 6,7; 2-4 mg bromfenol plavila] te 10% β-merkaptoetanola). Nakon pripreme 
uzorke kratko centrifugiramo kako bi svi bili denaturirani u jednakim uvjetima te kuhamo 
10 min na 100 °C. U isto vrijeme pripremamo 9%-tni SDS-poliakrilamidni gel za 
razdvajanje (4,3 mL H2O; 2,5 mL trisa pH 8,8; 3 mL 30% akrilamid/bisakrilamida; 100 µL 
10% APS-a [amonij persulfat] i 6,6 µL temeda), te SDS-polikrilamidni gel za sabijanje (3,05 
H2O; 1,25 mL trisa pH 6,8; 0,65 mL 30% akrilamid/bisakrilamida; 40 µL 10% APS-a i 5 µL 
temeda). Uzorke centrifugiramo 60 sekundi na 13 000g (Mikro 120, Hettich, Njemačka) 
kako bi bili maksimalno koncentrirani na dnu tubice nakon čega se nanose na gel u 
koncentraciji od 35 µg. U prvu jažicu stavljamo 2 µL proteinskog markera koji služi kao 
standard molekularnih težina pomoću kojeg ćemo za vrijeme analize moći odrediti 
molekularnu težinu proteina od interesa. Gelovi se stavljaju u pufer za elektroforezu (10 g 
SDS-a u 100 mL H2O; 30 g trisa i 115,2 g glicina otopljenih u 1 L H2O) te se postavke 
uređaja prilagođavaju ovisno o molekularnoj težini proteina od interesa. U našim 
analizama koristili smo postavke 150 V i 400 mA tijekom 60 minuta (Bio-Rad PowerPac 
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Basic, Hercules, CA, SAD). Nakon razdvajanja, proteine smo treansferirali na 
nitroceluloznu membranu pomoću postupka mokrog transfera tijekom 60 min na 100 V i 
400 mA u puferu za mokri proteinski transfer sastava:105 g glicina i 22,32 g trisa otopljenih 
u 1 L H2O. Nakon završenog transfera provjerili smo uspješnost elektroforeze i transfera 
pomoću reverzibilnog bojanja otopinom Ponceau (0,1% Ponceau S otopina pripremljena 
u 5%-tnoj octenoj kiselini) te membrane isprali u puferu za ispiranje s niskom 
koncentracijom soli (eng. Low-salt washing buffer; LSWB) puferu (pH 7,5; 1,211 g trisa i 
8,766 g NaCl u 1 L H2O). Proces blokiranja membrane kojim se sprječava nespecifično 
vezanje primarnog i sekundarnog protutijela za membranu izveden je inkubacijom 
membrane u otopini za blokiranje (1 g nemasnog mlijeka u prahu; 20 mL pufera; 100 µL 
Tween-a) tijekom 1 sata na sobnoj temperaturi. Nakon blokiranja membrane su inkubirane 
preko noći na 4 °C s protutijelima otopljenima u otopini za blokiranje (razrjeđenja P70S6K, 
pP70S6K, ULK1, pULK1, ERK1/2, pERK - 1:1000). Idući dan, membrane su tri puta 
isprane u LSWB puferu i inkubirane 1 sat na sobnoj temperaturi s odgovarajućim 
sekundarnim protutijelom (anti-mouse 1:2000, anti-rabbit 1:2000) razrijeđenim u otopini 
za blokiranje. Isprali smo membrane i inkubirali u kemiluminiscentnoj otopini pripremljenoj 
miješanjem jednakih volumena otopine vodikovog peroksida i luminola (Super Signal 
West Femto). Proteine smo prikazali i slikali kamerom (DNR Bio-Imaging Systems 
MicroChemi, Jerusalem, Israel). Nakon uspješnog prikazivanja proteina od interesa 
membrana je inkubirana s protutijelom na β-aktin (1:3000) na 4 °C tijekom 24 sata. Za 
analizu aktina korišten je isti postupak kao i za primarni protein od interesa. Analizu aktina 
koristili smo kao kontrolu postupka te su intenziteti proteina izraženi u omjeru prema 
signalu aktina u istom uzorku na odgovarajućoj membrani. Rezultati promjene fosforilacije 
izraženi su kao omjer omjera fosforiliranog proteina i odgovarajućeg aktina i ukupnog 
proteina i odgovarajućeg aktina. Rezultati su prikazani u obliku srednje vrijednosti ± 




4.2.7. Imunofluorescentno bojenje 
 
Nakon perfuzije životinja 4% paraformaldehidom (pH 7.4), mozgovi životinja odstranjeni 
su i krioprezervirani serijskim otopinama saharoze (15 i 30%) te pohranjeni na - 80°C do 
daljnjeg rukovanja. Moždano deblo odvojeno je od velikog i malog mozga na -25°C nakon 
čega je tkivo učvršćeno TissueTek otopinom, narezano na kriostatu (Leica SM 2010R, 
Wetzlar, Njemačka) između područja Bregma -14.04mm i Bregma -14.16mm na prereze 
debljine 35 µm te pohranjeno u PBS pH 7.4. Nakon 3 ispiranja otopinom PBS tkivo je 
blokirano u 10% otopini seruma magarca (eng. normal donkey serum; NDS) u PBST-u 
(0.25% Triton X-100 u PBS-u) 1 sat. Nakon blokiranja prerezi su inkubirani s 
odgovarajućim koncentracijama primarnog protutijela u 1% NDS PBST puferu na 4°C 
tijekom 24 sata (razrjeđenja c-fos 1:1000; IR 1:500; pULK1 1:500; GFAP 1:600; pIRS1 
1:500; GLUT3 1:500; GLUT4 1:500). Idući dan prerezi su isprani 3 puta u PBS-u i 
inkubirani s odgovarajućim sekundarnim fluorescentnim protutijelima 2 sata na sobnoj 
temperaturi u mraku (AlexaFluor488 1:600; AlexaFluor555 1:600). Nakon ispiranja 3 puta 
u PBS-u prerezi su postavljeni na predmetna stakalca u destiliranoj vodi i ostavljeni da se 
osuše. Nakon sušenja na svako je predmetno stakalce dodana Fluoroshield otopina i 
pokrovno stakalce nakon čega su preparati pohranjeni u mraku na 4°C do daljnjeg 
korištenja. Za vizualizaciju preparata korišteni su Olympus BX51 mikroskop i CellSense 
Dimension software. 
 
4.2.8. Mjerenje antioksidativnog kapaciteta i oksidativnog stresa 
 
U svim kolorimetrijskim mjerenjima korišteni su spektrofotometar CamSpec M350 Double 




4.2.8.1. Mjerenje aktivnosti katalaze 
 
Aktivnost katalaze mjerena je spektrofotometrijskom metodom po Aebiju [72] (Prabhakar 
i sur., 2012) uz neke modifikacije. Ukratko, za svaki uzorak pripremljeno je 2mL 0.1M 
kalijevog fosfatnog pufera (eng. potassium phosphate buffer;  KPB) pH 7.4. Netom prije 
mjerenja u kivetu s KPB-om dodano je 424 µL 30% H2O2. Izmjerena je početna 
apsorbancija nakon koje je u kivetu dodano 10 µL tkivnog homogenata. Promjena 
apsorbancije na 240 nm praćena je u trajanju od 60 sekundi . Za izračune korišten je 
ekstinkcijski koeficijent 43,6 M-1cm-1. Dobiveni rezultati izraženi su kao M H2O2 
razgrađenog po minuti po mililitru po miligramu proteina (M H2O2/min/mL/mg), a rezultati 
su prikazani kao srednja vrijednost ± standardna pogreška (eng. standard error of the 
mean;SEM). 
4.2.8.2. Mjerenje ukupne količine reduciranog glutationa 
 
Esej za mjerenje količine reduciranog glutationa zasniva se na reakciji reduciranog 
glutationa i 5,5′-ditiobis-(2-nitrobenzoat)-a (DTNB) u kojoj nastaju oksidirani glutation i 5-
tio-2-nitrobenzoat (TNB) kojeg možemo izmjeriti kolorimetrijski. Za mjerenje koristili smo 
metodu opisanu u članku Prabhakar i suradnika 2012. godine uz neke modifikacije [73]. 
Ukratko, alikvot od 100 µL tkivnog homogenata inkubiran je u 100 μL 4% sulfosalicilata na 
ledu kroz 1 sat i centrifugiran na 10 000 okretaja 10 minuta. 150 µL supernatanta 
pomješano je s istim volumenom otopine DTNB (4mg/mL pripremljene u 5% otopini 
natrijevog citrata) i 1,2 mL 0.1M KPB pH 7.4. Spektrofotometrijska analiza provedena je 
na 412 nm. Rezultati su izraženi kao nM TNB po miligramu proteina i prikazani kao srednja 
vrijednost ± SEM. 
4.2.8.3. Mjerenje lipidne peroksidacije 
 
Količina malondialdehida (MDA), konačnog produkta lipidne peroksidacije izmjerena je 
metodom opisanom u članku Prabhakar i suradnika uz neke modifikacije (Prabhakar i sur., 
 24 
 
2012). 180 μL alikvota tkivnog homogenata pomiješano je s 2mL 0.375% tiobarbituratne 
kiseline u 15% otopini trikloracetata. U svaki uzorak dodano je 820 μL destilirane vode 
nakon čega su na 20 minuta ostavljeni u vodenoj kupelji na 95°C. Uzorci su ohlađeni pod 
tekućom vodom nakon čega je komples TBA-MDA ekstrahiran miješanjem tijekom 30 
minuta dodavanjem 2mL n-butanola. Uzorci su centrifugirani na 5000 okretaja tijekom 10 
minuta i apsorbancija kompleksa analizirana je u izdvojenoj frakciji n-butanola na 532 nm. 
Količina MDA izračunata je korištenjem molarnog ekstinkcijskog koeficijenta od 1.56  105 
M-1cm-1. Rezultati su izraženi kao nM MDA po miligramu proteina i prikazani kao srednja 
vrijednost ± SEM. 
 
4.2.9. Statistička analiza  
 
Statistička analiza provedena je Kruskal-Wallis ANOVA median testom za istovremenu 
usporedbu više od dvije grupe te Mann-Whitney U-testom za usporedbu dvije grupe, uz 













5. REZULTATI  
 
5.1 Koncentracija galaktoze u plazmi i cerebrospinalnom likvoru 
 
U usporedbi s kontrolnim životinjama ne postoje značajne razlike u koncentraciji bazalne 
galaktoze u STZ-icv tretiranih životinja (slika 3. i 4.). Peroralna i intraperitonealna primjena 
galaktoze očekivano povećava koncentraciju galaktoze u plazmi i CSF-u STZ-icv životinja. 
Nakon peroralne primjene galaktoze (200mg/kg) koncentracija galaktoze u plazmi 
značajno se povećala za +110,73% (p<0.05), dok u CSF za +38,87% ali bez statističke 
značajnosti u odnosu na kontrolu (slika 3. i 4.). Intraperitonealna primjena galaktoze 
povisila je koncentraciju galaktoze u plazmi (+208,46%) u odnosu na kontrolu, dok manje 
povećanje koncentracije u CSF-u (+26,76%) nije bilo značajno (slika 3. i 4.).  
 
 































Slika 3. Koncentracija galaktoze u plazmi 15 minuta nakon peroralne i 
intraperitonealne primjene galaktoze u štakora intracerebroventrikularno tretiranih 




primjene streptozotocina (STZ; 3mg/kg) ili otapala (CTR). Dvije grupe životinja tretiranih 
sa STZ-om žrtvovane su 15 minuta nakon peroralne (STZ+PO) ili intraperitonealne 
(STZ+IP) primjene D-galaktoze (200 mg/kg). Koncentracija D-galaktoze u plazmi mjerena 
je u svim skupinama i uspoređena s kontrolom. Rezultati su prikazani kao postotna 
vrijednost u odnosu na kontrolnu skupinu ± SEM. Podaci su analizirani neparametrijskim 
































Slika 4. Koncentracija galaktoze u cerebrospinalnom likvoru 15 minuta nakon 
peroralne i intraperitonealne primjene galaktoze u štakora tretiranih 
intracerebroventrikularno streptozotocinom. Životinje su žrtvovane 1 mjesec nakon 
intracerebroventrikularne primjene streptozotocina (STZ; 3 mg/kg) ili otapala (CTR). Dvije 
grupe životinja tretiranih sa STZ-om su žrtvovane 15 minuta nakon peroralne (STZ+PO) 
ili intraperitonealne (STZ+IP) primjene D-galaktoze (200 mg/kg). Koncentracija D-
galaktoze u cerebrospinalnom likvoru mjerena je u svim skupinama i uspoređena s 
kontrolom. Rezultati su prikazani kao postotna vrijednost u odnosu na kontrolnu skupinu 






5.2 Koncentracija glukoze u plazmi i cerebrospinalnom likvoru  
 
Kako bi utvrdili da ne dolazi do promjena koncentracije glukoze nakon primjene galaktoze 
izmjerene su vrijednosti glukoze u plazmi i CSF-u. U odnosu na kontrolu nije bilo značajnih 
razlika između skupina, bez obzira na tretman (peroralna ili intraperitonealna galaktoza) 

































Slika 5. Koncentracija glukoze u plazmi mjerena 15 minuta nakon peroralne i 
intraperitonealne primjene galaktoze u štakora tretiranih intracerebroventrikularno 
streptozotocinom. Životinje su žrtvovane 1 mjesec nakon intracerebroventrikularne 
primjene streptozotocina (STZ; 3 mg/kg) ili otapala (CTR). Dvije grupe životinja tretiranih 
sa STZ-om su žrtvovane 15 minuta nakon peroralne (STZ+PO) ili intraperitonealne 
(STZ+IP) primjene D-galaktoze (200 mg/kg). Koncentracija glukoze u plazmi mjerena je u 
svim skupinama i uspoređena s kontrolom. Rezultati su prikazani kao postotna vrijednost 
u odnosu na kontrolnu skupinu ± SEM. Podaci su analizirani neparametrijskim Kruskal-































Slika 6. Koncentracija glukoze u cerebrospinalnom likvoru mjerena 15 minuta 
nakon peroralne i intraperitonealne primjene galaktoze u štakora tretiranih 
intracerebroventrikularno streptozotocinom. Životinje su žrtvovane 1 mjesec nakon 
intracerebroventrikularne primjene streptozotocina (STZ; 3 mg/kg) ili otapala (CTR). Dvije 
grupe životinja tretiranih sa STZ-om su žrtvovane 15 minuta nakon peroralne (STZ+PO) 
ili intraperitonealne (STZ+IP) primjene D-galaktoze (200 mg/kg). Koncentracija glukoze u 
cerebrospinalnom likvoru mjerena je u svim skupinama i uspoređena s kontrolom. 
Rezultati su prikazani kao postotna vrijednost u odnosu na kontrolnu skupinu ± SEM. 
Podaci su analizirani neparametrijskim Kruskal-Walis i Mann Whitney U testovima. 
*p<0,05.   
 
 
5.3 Koncentracija inzulina u plazmi i cerebrospinalnom likvoru  
 
Smanjena koncentracija inzulina u plazmi mjerena 1 mjesec nakon STZ-icv primjene (-
45,2%, p<0,05) je normalizirana do razine koncentracije inzulina kontrolnih životinja nakon 
peroralne (+161%,  u usporedbi sa STZ skupinom) i intraperitonealne (+96,5%, u 
usporedbi sa STZ skupinom) primjene jedne doze galaktoze (200 mg/kg) (Slika 7). Nije 
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bilo značajnih razlika u koncentraciji inzulina u CSF-u nakon primjene jedne doze 





























Slika 7. Koncentracija inzulina u plazmi mjerena 15 minuta nakon peroralne i 
intraperitonealne primjene galaktoze u štakora tretiranih intracerebroventrikularno 
streptozotocinom. Životinje su žrtvovane 1 mjesec nakon intracerebroventrikularne 
primjene streptozotocina (STZ; 3 mg/kg) ili otapala (CTR). Dvije grupe životinja tretiranih 
sa STZ-om su žrtvovane 15 minuta nakon peroralne (STZ+PO) ili intraperitonealne 
(STZ+IP) primjene D-galaktoze (200 mg/kg). Koncentracija inzulina u plazmi mjerena je u 
svim skupinama i uspoređena s kontrolom. Rezultati su prikazani kao postotna vrijednost 
u odnosu na kontrolnu skupinu ± SEM. Podaci su analizirani neparametrijskim Kruskal-





























Slika 8. Koncentracija inzulina u cerebrospinalnom likvoru mjerena 15 minuta 
nakon peroralne i intraperitonealne primjene galaktoze u štakora tretiranih 
intracerebroventrikularno streptozotocinom. Životinje su žrtvovane 1 mjesec nakon 
intracerebroventrikularne primjene streptozotocina (STZ; 3 mg/kg) ili otapala (CTR). Dvije 
grupe životinja tretiranih sa STZ-om su žrtvovane 15 minuta nakon peroralne (STZ+PO) 
ili intraperitonealne (STZ+IP) primjene D-galaktoze (200 mg/kg). Koncentracija inzulina u 
cerebrospinalnom likvoru mjerena je u svim skupinama i uspoređena s kontrolom. 
Rezultati su prikazani kao postotna vrijednost u odnosu na kontrolnu skupinu ± SEM. 
Podaci su analizirani neparametrijskim Kruskal-Walis i Mann Whitney U testovima. 
*p<0,05.   
 
 
5.4. Oksidativni stres u moždanom deblu  
 
Kod kontrolnih životinja aktivnost katalaze povećana je nakon peroralne (+95%) i 
intraperitonealne (+82%) primjene D-galaktoze u odnosu na kontrolu (Slika 9.A). Mjesec 
dana nakon administracije STZ-icv aktivnost katalaze značajno je povećana u usporedbi 
s kontrolnim životinjama +154% (p<0,05). Zanimljivo, kod STZ-icv životinja primjena 
galaktoze smanjuje aktivnost katalaze, pri čemu intraperitonealna primjena (-48%, 
p<0,01) ima veći učinak od peroralne (-11%) (Slika 9.A). Rezultati analize količine 
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reduciranog glutationa  odgovaraju rezultatima dobivenim mjerenjem aktivnosti katalaze. 
Kod kontrolnih životinja primjena galaktoze smanjuje, a kod STZ-icv tretiranih povećava 
količinu reduciranog glutationa (Slika 9. B). Analiza lipidne peroksidacije govori u prilog 
povećanja peroksidacije kod primjene galaktoze i kod kontrolnih i kod STZ-icv životinja 
(Slika 9.C). Kod kontrolnih životinja koncentracija MDA povećana je nakon peroralne 
(+38%, p<0,05) i nakon intraperitonealne (+61%, p<0,01) administracije galaktoze. U 
usporedbi s kontrolni životinjama koncentracija MDA povećana je mjesec dana nakon 
administracije STZ-icv (+57%, p<0,01). U STZ-icv životinja peroralna (+25%) i 
intraperitonealna (+59%) administracija galaktoze povećavaju koncentraciju MDA, ali bez 
statističke značajnosti u odnosu na STZ-icv.  
 
 
Slika 9. Parametri oksidativnog stresa i antioksidativnog kapaciteta mjereni 15 
minuta nakon peroralne i intraperitonealne primjene galaktoze u moždanom deblu 
kontrolnih štakora i štakora tretiranih intracerebroventrikularno streptozotocinom. 
Životinje su žrtvovane 15 minuta nakon peroralne (CTR+PO; STZ+PO) i intraperitonealne 
(CTR+IP; STZ+IP) primjene galaktoze (200 mg/kg) 1 mjesec nakon 
intracerebroventrikularne administracije streptozotocina (STZ; 3 mg/kg) ili otapala (CTR). 
Parametri oksidativnog stresa (aktivnost katalaze/A, koncentracije reduciranog 
glutationa/B i malondialdehida/C) mjereni su u moždanom deblu štakora. Svaka točka 
predstavlja srednju vrijednost ± SEM pojedine skupine. Podaci su analizirani 





5.5  Metaboličke promjene u moždanom deblu 
 
Western blot analiza ukupne promjene fosforilacije metaboličkih regulatornih proteina u 
lizatu cijelog moždanog debla kontrolnih i STZ-icv štakora nije pokazala statistički 
značajne promjene (slika 10.).  
 
 
Slika 10. Ekspresija P70S6 kinaze, kinaze pod kontrolom izvanstaničnih signala i 
Unc-51-slične kinaze u moždanom deblu 15 minuta nakon peroralne i 
intraperitonealne primjene galaktoze u kontrolnih štakora i štakora tretiranih 
intracerebroventrikularno streptozotocinom. Životinje su žrtvovane 15 minuta nakon 
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peroralne (CTR+PO; STZ+PO) i intraperitonealne (CTR+IP; STZ+IP) primjene galaktoze 
(200 mg/kg) 1 mjesec nakon intracerebroventrikularne administracije streptozotocina 
(STZ; 3mg/kg) ili otapala (CTR). Proteinska ekspresija fosforilirane i totalne P70S6 kinaze 
(pP70S6K, P70S6K / A), kinaze pod kontrolom izvanstaničnih signala (pERK, ERK / D) i 
Unc-51-slične kinaze (pULK1, ULK / G) mjerena je Western blot analizom. Beta-aktin je 
korišten kao kontrola za nanošenje uzoraka. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti 
omjera fosforiliranog proteina/aktin i totalnog proteina/aktin ± SEM pojedine skupine. 
Podaci su analizirani neparametrijskim Kruskal-Wallis i Mann-Whitney U testovima.  
 
5.6 Metabolički signalizacijski putevi u DMNX 
 
5.6.1 Ekspresija fosforiliranog supstrata inzulinskog receptora 1 u DMNX 
 
Imunofluorescencijska analiza fosforiliranog IRS1 u stanicama DMNX ne pokazuje očite 
razlike između kontrolnih (slika 11.A) i STZ-icv životinja (slika 11.D) bez administracije 
galaktoze. Peroralna administracija galaktoze povećava pIRS1 signal u DMNX u 
kontrolnih (slika 11.B) i STZ-icv životinja (slika 11.E), a intraperitonealna administracija 





Slika 11. Učinak akutne oralne i intraperitonealne galaktoze na ekspresiju 
fosforiliranog supstrata inzulinskog receptora u dorzalnoj motornoj jezgri vagusa. 
Životinje su žrtvovane 15 minuta nakon peroralne (CTR+PO/B; STZ+PO/E) i 
intraperitonealne (CTR+IP/C; STZ+IP/F) primjene galaktoze (200 mg/kg) 1 mjesec nakon 
intracerebroventrikularne administracije streptozotocina (STZ/D; 3mg/kg) ili otapala 
(CTR/A). Ekspresija fosforiliranog supstrata inzulinskog receptora (pIRS1) vidljiva je kao 
crveno obojenje (označeno strelicama) (A - F). Povećanje 20X (A – F). XII – jezgra 
hypoglossusa; DMNX – dorzalna motorna jezgra vagusa 
 
5.6.2. Aktivnost mTOR sustava u DMNX 
 
Aktivnost sustava mete rapamicina u sisavaca (eng. mammalian target of rapamycin; 
mTOR) u stanicama DMNX istražena je pomoću analize fosforilacije P70S6K kinaze. 
Imunofluorescencijska analiza pP70S6 kinaze pokazuje da akutna peroralna 
administracija galaktoze povećava fosforilaciju u DMNX u kontrolnih (Slika 12.B) i u STZ-
icv tretiranih životinja (Slika 12.E), no intraperitonealna administracija povećava 
fosforilaciju samo u STZ-icv životinja (Slika 12.F) dok kod kontrolnih dovodi do smanjene 






Slika 12. Učinak akutne oralne i intraperitonealne galaktoze na ekspresiju 
fosforilirane p70S6 kinaze u dorzalnoj motornoj jezgri vagusa. Životinje su žrtvovane 
15 minuta nakon peroralne (CTR+PO/B; STZ+PO/E) i intraperitonealne (CTR+IP/C; 
STZ+IP/F) primjene galaktoze (200 mg/kg) 1 mjesec nakon intracerebroventrikularne 
administracije streptozotocina (STZ/D; 3mg/kg) ili otapala (CTR/A). Ekspresija 
fosforilirane P70S6 kinaze (pP70S6K) vidljiva je kao crveno obojenje (označeno 
strelicama) (A - F). Povećanje 20X (A – F). XII – jezgra hypoglossusa; DMNX – dorzalna 
motorna jezgra vagusa. 
 
 
5.6.3. Aktivnost autofagije u DMNX 
 
Aktivnost autofagije u stanicama DMNX istražena je pomoću analize ekspresije 
fosforilanog ULK1 na serinu 757. Fosforilacija ULK1 na serinu 757 povezana je s 
inhibicijom autofagije. Rezultati pokazuju da kod kontrolnih životinja akutna peroralna 
administracija povećava (slika 13.B), a akutna intraperitonealna administracija D-
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galaktoze smanjuje (Slika 13.C) fosforilaciju ULK1 u stanicama DMNX. Čini se da je 
učinak D-galaktoze obrnut kod STZ-icv tretiranih životinja kod kojih akutna peroralna 
administracija smanjuje fosforilaciju ULK1 (Slika 13.E), dok intraperitonealna 
administracija dovodi do povećanja fosforilacije (Slika 13.F).  
 
 
Slika 13. Učinak akutne oralne i intraperitonealne galaktoze na ekspresiju 
fosforilirane Unc-51 slične kinaze 1 u dorzalnoj motornoj jezgri vagusa. Životinje su 
žrtvovane 15 minuta nakon peroralne (CTR+PO/B; STZ+PO/E) i intraperitonealne 
(CTR+IP/C; STZ+IP/F) primjene galaktoze (200 mg/kg) 1 mjesec nakon 
intracerebroventrikularne administracije streptozotocina (STZ/D; 3mg/kg) ili otapala 
(CTR/A). Ekspresija fosforilirane Unc-51 slične kinaze 1 (pULK1) vidljiva je kao crveno 
obojenje (označeno strelicama) (A - F). Povećanje 20X (A – F). XII – jezgra hypoglossusa; 






5.6.4. Ekspresija fosforilirane kinaze pod kontrolom izvanstaničnih 
signala u moždanom deblu 
 
Imunofluorescencijska analiza fosforilacije ERK1/2 pokazuje da akutna peroralna 
administracija galaktoze ne povećava fosforilaciju u DMNX u kontrolnih životinja (Slika 
14.B) Akutna intraperitonealna administracija galaktoze kontrolnim životinjama povećava 
fosforilaciju ERK1/2 u DMNX (slika 14.C). U DMNX STZ-icv životinja fosforilacija je 
neznatno povećana (slika 14.D) u usporedbi s kontrolom, a peroralna administracija 
galaktoze dodatno pojačava intenzitet signala fosforiliranog ERK1/2 (slika 14.E). 




Slika 14. Učinak akutne oralne i intraperitonealne galaktoze na ekspresiju 
fosforilirane kinaze pod kontrolom izvanstaničnih signala u dorzalnoj motornoj 
jezgri vagusa. Životinje su žrtvovane 15 minuta nakon peroralne (CTR+PO/B; 
STZ+PO/E) i intraperitonealne (CTR+IP/C; STZ+IP/F) primjene galaktoze (200 mg/kg) 1 
mjesec nakon intracerebroventrikularne administracije streptozotocina (STZ/D; 3mg/kg) ili 
otapala (CTR/A). Ekspresija fosforilirane kinaze pod kontrolom izvanstaničnih signala 
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(pERK1/2) vidljiva je kao crveno obojenje (označeno strelicama) (A - F). Povećanje 20X 
(A – F). XII – jezgra hypoglossusa; DMNX – dorzalna motorna jezgra vagusa. 
 
5.6.5. Ekspresija transportera glukoze u moždanom deblu 
 
Imunofluorescencijska analiza DMNX pokazuju da peroralna i intraperitonealna 
administracija D-galaktoze smanjuju količinu GLUT3 u kontrolnih životinja (Slika 15. B i 
C). U STZ-icv životinja ekspresija GLUT3 u stanicama DMNX smanjena je u usporedbi s 
kontrolnim životinjama (slika 15.D). Akutna peroralna administracija galaktoze ne dovodi 
do očitih promjena signala GLUT3 u STZ-icv životinja (slika 15.E), ali akutna 
intraperitonealna administracija dovodi do dramatičnog povećanja signala (slika 15.F). 
Imunofluorescentna analiza GLUT4 pokazuje da iako u kontrolnih životinja nema očitih 
razlika u GLUT4 nakon peroralne i intraperitonealne aministracije (Slika 15.H i I). U DMNX 
STZ-icv tretiranih životinja povećana je ekspresija GLUT4 (slika 15.J) u usporedbi s 








Slika 15. Učinak akutne oralne i intraperitonealne galaktoze na ekspresiju nosača 
za glukozu 3 i 4 u dorzalnoj motornoj jezgri vagusa. Životinje su žrtvovane 15 minuta 
nakon peroralne (CTR+PO/B, H; STZ+PO/E, K) i intraperitonealne (CTR+IP/C, I; 
STZ+IP/F, L) primjene galaktoze (200 mg/kg) 1 mjesec nakon intracerebroventrikularne 
administracije streptozotocina (STZ/D, J; 3mg/kg) ili otapala (CTR/A, G). Ekspresija 
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nosača za glukozu 3 i 4 (GLUT3 i GLUT4) vidljiva je kao crveno obojenje (označeno 
strelicama) (A - L). Povećanje 20X (A – F); povećanje 30X (G – L). XII – jezgra 
hypoglossusa; DMNX – dorzalna motorna jezgra vagusa. 
 
5.7. Učinak akutne peroralne i intraperitonealne administracije 
galaktoze na GLP-1 sustav 
 
5.7.1. Koncentracija ukupnog GLP-1 u plazmi i cerebrospinalnom likvoru 
 
Enzimskim imunotestom izmjerili smo koncentraciju ukupnog GLP-1 (7-36 i 9-36) u plazmi 
i cerebrospinalnom likvoru kontrolnih i STZ-icv životinja nakon akutne administracije 
peroralne i intraperitonealne galaktoze. Iako nema statistički značajnih razlika u razini 
ukupnog GLP-1 u plazmi i cerebrospinalnom likvoru između skupina (Slika 16. i 17.), 
primjećeno je veliko povećanje koncentracije ukupnog GLP-1 nakon peroralne 


























Slika 16. Koncentracija glukagonu sličnog peptida 1 u plazmi 15 nakon peroralne i 
intraperitonealne primjene galaktoze u štakora tretiranih intracerebroventrikularno 
streptozotocinom. Životinje su žrtvovane 1 mjesec nakon intracerebroventrikularne 
primjene streptozotocina (STZ; 3 mg/kg) ili otapala (CTR). Dvije grupe životinja tretiranih 
sa STZ-om su žrtvovane 15 minuta nakon peroralne (STZ+PO) ili intraperitonealne 
(STZ+IP) primjene D-galaktoze (200 mg/kg). Koncentracija glukagonu sličnog peptida 1 
(GLP-1) u plazmi izmjerena je pomoću enzimskom imunotesta (ELISA). Rezultati su 
prikazani kao srednja vrijednost ± SEM. Podaci su analizirani neparametrijskim Kruskal-
Walis i Mann Whitney U testovima. *p<0,05. 
  






















Slika 17. Koncentracija glukagonu sličnog peptida 1 u cerebrospinalnom likvoru 15 
nakon peroralne i intraperitonealne primjene galaktoze u štakora tretiranih 
intracerebroventrikularno streptozotocinom. Životinje su žrtvovane 1 mjesec nakon 
intracerebroventrikularne primjene streptozotocina (STZ; 3 mg/kg) ili otapala (CTR). Dvije 
grupe životinja tretiranih sa STZ-om su žrtvovane 15 minuta nakon peroralne (STZ+PO) 
ili intraperitonealne (STZ+IP) primjene D-galaktoze (200 mg/kg). Koncentracija glukagonu 
sličnog peptida 1 (GLP-1) u cerebrospinalnom likvoru izmjerena je pomoću enzimskog 
imunotesta (ELISA). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost ± SEM. Podaci su 






5.7.2. Koncentracija aktivnog GLP-1 u plazmi  
 
Enzimskim imunotestom izmjerili smo i koncentraciju aktivnog GLP-1 (7-36 amid i 7-37) u 
plazmi kontrolnih i STZ-icv životinja nakon akutne administracije peroralne i 
intraperitonealne galaktoze. Nije uočena razlika u razini aktivnog GLP-1 između 
netretirane CTR i STZ skupine. Akutna doza galaktoze inducirala je veliko povećanje 
razine aktivnog GLP-1 u STZ-icv tretiranih štakora ali samo nakon oralne primjene (+500 
%) u usporedbi s CTR skupinom (p<0,05) (Slika 18). Zbog velike varijabilnosti vrijednosti 
unutar skupine (STZ + 200 po GAL), razlike nisu dosegnule statističku značajnost u 
usporedbi sa STZ skupinom (+384%; p=0,09) i STZ + 200 ip GAL skupinom (+291%; 


























Slika 18. Koncentracija aktivnog glukagonu sličnog peptida 1 u plazmi 15 nakon 
peroralne i intraperitonealne primjene galaktoze u štakora tretiranih 
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intracerebroventrikularno streptozotocinom. Životinje su žrtvovane 1 mjesec nakon 
intracerebroventrikularne primjene streptozotocina (STZ; 3 mg/kg) ili otapala (CTR). Dvije 
grupe životinja tretiranih sa STZ-om su žrtvovane 15 minuta nakon peroralne (STZ+PO) 
ili intraperitonealne (STZ+IP) primjene D-galaktoze (200 mg/kg). Koncentracija aktivnog 
glukagonu sličnog peptida 1 (GLP-1) u plazmi izmjerena je pomoću enzimskog imunotesta 
(ELISA). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost ± SEM. Podaci su analizirani 
neparametrijskim Kruskal-Walis i Mann Whitney U testovima. *p<0,05. 
 
5.7.3. Ekspresija GLP-1 receptora u DMNX 
 
Imunofluorescencijska analiza ekspresije GLP-1 receptora pokazuje da životinje prethodno 
tretirane STZ-icv imaju smanjenu ekspresiju GLP-1R u stanicama DMNX (Slika 19.D) Akutna 
peroralna i intraperitonealna administracija galaktoze povećava ekspresiju GLP-1R u stanicama 




Slika 19. Učinak akutne oralne i intraperitonealne galaktoze na ekspresiju receptora 
za glukagonu-sličan peptid u dorzalnoj motornoj jezgri vagusa. Životinje su žrtvovane 
15 minuta nakon peroralne (CTR+PO/B; STZ+PO/E) i intraperitonealne (CTR+IP/C; 
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STZ+IP/F) primjene galaktoze (200 mg/kg) 1 mjesec nakon intracerebroventrikularne 
administracije streptozotocina (STZ/D; 3mg/kg) ili otapala (CTR/A). Ekspresija receptora 
za glukagonu-sličan peptid 1 (GLP-1R) vidljiva je kao crveno obojenje (označeno 
strelicama) (A - F). Povećanje 20X (A – F). XII – jezgra hypoglossusa; DMNX – dorzalna 































6. RASPRAVA  
 
Kronična svakodnevna parenteralna administracija D-galaktoze kod miševa i štakora 
rezultira propadanjem kognitivnih funkcija i koristi se kao model ubrzanog starenja [62, 
63]. S druge strane, dugotrajna primjena peroralne galaktoze pokazuje zaštitni učinak i 
spriječava razvoj kognitivnih deficita u štakorskom modelu sAD-a [65, 66]. Cilj ovog 
istraživanja bio je ispitati učinak akutne peroralne i intraperitonealne administracije 
galaktoze u STZ-icv tretiranih životinja kako bi bolje razumjeli pozadinu štetnih i pozitivnih 
učinaka galaktoze povezanih s različitim putem primjene. Moguće je da je učinak 
galaktoze ovisan o dozi te da je koncentracija galaktoze u plazmi i cerebrospinalnom 
likvoru, koja je veća nakon intraperitonealne administracije u usporedbi s peroralnom, 
jedan od posrednika štetnih učinaka galaktoze. Ranija istraživanja na zdravim štakorima 
u kojima je uspoređena koncentracija galaktoze u plazmi i CSF-u nakon administracije 
100 mg/kg galaktoze peroralno i intraperitonealno, pokazala su da je koncentracija 
galaktoze u plazmi i CSF-u viša nakon intraperitonealne administracije u usporedbi s 
peroralnom [65]. Rezultati našeg istraživanja pokazuju da je koncentracija galaktoze u 
plazmi viša nakon intraperitonealne primjene kod STZ-icv životinja nakon administracije 
200 mg/kg (slika 3.). S druge strane, nema značajne razlike u koncentraciji galaktoze u 
CSF-u STZ-icv životinja nakon peroralne i intraperitonealne primjene (slika 4.). Ovi 
rezultati mogli bi odražavati promijenjeni cerebralni metabolički odgovor na galaktozu kod 
STZ-icv životinja.  
Mjesec dana nakon tretmana STZ-icv smanjena je koncentracija inzulina u plazmi u 
usporedbi s kontrolim životinjama (slika 7.). Mehanizam kojim bi centralna administracija 
STZ-a uzrokovala promjene periferne koncentracije inzulina trenutno nije poznat što čini 
ove rezultate zanimljivima u kontesktu daljnjeg istraživanja mehanizma djelovanja STZ-a. 
S druge strane, koncentracija inzulina povećana je nakon administracije galaktoze, a 
povećanje inzulina moglo bi biti povezano s akutnim pozitivnim učinkom kod STZ-icv 
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životinja (slika 7.). Druga istraživanja pokazala su da kronična primjena galaktoze ne 
uzrokuje povišene vrijednosti inzulina [66] što sugerira da galaktoza ima normalizirajući 
učinak. Vrijednosti inzulina u CSF-u nisu u korelaciji s promjenama u plazmi što je u skladu 
s ranijim istraživanjima [74].  
S obzirom da se oksidativni stres smatra jednim od važnih faktora u patogenezi AD-a [75] 
i važnim posrednikom štetnog učinka parenteralne galaktoze [62, 64], u ovom istraživanju 
ispitali smo aktivnost katalaze, ukupnu količinu reduciranog glutationa i koncentraciju MDA 
u moždanom deblu nakon administracije galaktoze. Katalaza je enzim koji katalizira 
pretvorbu vodikovog peroksida (H2O2) u vodu i kisik i smatra se jednim od ključnih enzima 
koji stanicu štiti od oštećenja nastalih oksidativnim stresom.  In vitro i in vivo istraživanja 
pokazuju da galaktoza povećava aktivnost katalaze u moždanom tkivu [76, 77]. Naši 
rezultati pokazuju da peroralna i intraperitonealna administracija galaktoze povećava 
aktivnost katalaze kod kontrolnih životinja (slika 9.) što može biti posljedica neposrednog 
djelovanja galaktoze na aktivnost katalaze ili reaktivno povećanje aktivnosti nastalo kao 
odgovor na induciranje oksidativnog stresa. S druge strane peroralna i intraperitonealna 
administracija galaktoze normalizirala je aktivnost katalaze u STZ-icv životinja kod kojih je 
aktivnost povećana u usporedbi s kontrolnim životinjama (slika 9.). Glutation je tripeptid 
koji se smatra najvažnijim staničnim antioksidansom niske molekularne težine. Unutar 
stanice glutation postoji u reduciranom (GSH) i oksidiranom (GSSG) stanju [78]. U 
reduciranom stanju tiolne skupine cisteina doniraju reducirajući ekvivalent drugim 
molekulama čime neutraliziraju slobodne radikale i održavaju cisteine proteina u 
reduciranoj formi [78]. Peroralna i intraperitonealna administracija galaktoze smanjuje 
količinu reduciranog glutationa kod kontrolnih štakora (slika 9.), dok kod STZ-icv štakora 
dovodi do povećanja na razine koje su čak više od izmjerenih u kontrolnih životinja (slika 
9.). Glutation se smatra važnim faktorom u etiopatogenezi AD-a [79], a progresivno 
smanjenje reduciranog glutationa smatra se potencijalnim biomarkerom za napredovanje 
blagog kognitivnog oštećenja (eng. mild cognitive impairment; MCI) u AD [80]. S obzirom 
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da se povećanje količine reduciranog glutationa predlaže kao moguća terapijska 
intervencija u AD-u [80], dobiveni rezultati daju dodatnu vrijednost već postojećim 
dokazima koji govore u prilog istraživanja neuroprotektivnih učinaka galaktoze s 
potencijalnom terapijskom vrijednosti u sAD-u [65, 66]. Treći parametar oksidativnog 
stresa analiziran u ovom istraživanju je MDA, visoko reaktivni elektrofilni aldehid koji 
oštećuje staničnu funkciju, a nastaje kao sekundarni produkt lipidne peroksidacije [81, 82]. 
Količina MDA i drugih produkata lipidne peroksidacije povećana je u AD-u [81, 83–85]. 
Analiza lipidne peroksidacije govori u prilog povećane peroksidacije nakon administracije 
peroralne i intraperitonealne galaktoze pri čemu intraperitonealna galaktoza pokazuje jači 
učinak (slika 9.). Na temelju ovih rezultata očito je da je učinak galaktoze na oksidativni 
stres kompleksan i nelinearan te su potrebna daljnja istraživanja kako bi se u potpunosti 
razjasnila povezanost učinka galaktoze na različite redoks sustave stanice.  
Budući da su metabolizam i regulacija redoks sustava stanice usko povezani, istražili smo 
metaboličke promjene u moždanom deblu. S obzirom da su parametri povezani s 
oksidativnim stresom analizirani u cijelom moždanom deblu, za analizu metabolizma 
također smo koristili uzorke lizata cijelog moždanog debla. Analizirali smo signalne puteve 
povezane s oksidativnim stresom i to fosforilaciju ERK [86–88], ULK1 [89, 90] i P70S6 
kinaze [91] (slika 10.). Budući da u lizatu cijelog moždanog debla nema statistički 
značajnih promjena, galaktoza ne uzrokuje oksidativni stres u moždanom deblu 
modulacijom glavnih metaboličkim puteva ili učinak galaktoze nije nespecifičan.  
Dorzalna motorna jezgra vagusa eferentna je vagalna jezgra povezana s regulacijom 
metabolizma i imunosti. S obzirom da nisu očite promjene metabolizma u cijelom 
moždanom deblu istražili smo postoje li metaboličke promjene u DMNX. Fosforilacija 
supstrata 1 inzulinskog receptora, glavnog citosolnog supstrata IR-a koji povezuje 
fosforilaciju tirozina i aktivaciju proteina koji posjeduju SH2 domene [92], u DMNX 
pojačana je nakon peroralne i intraperitonealne administracije galaktoze u  kontrolnih te 
nakon peroralne administracije u STZ-icv životinja (slika 11.). Ovi rezultati odgovaraju 
 48 
 
trendu promjene inzulina plazmi i CSF-u gdje su najviše vrijednosti inzulina izmjerene 
nakon peroralne administracije galaktoze (slika 7. i 8.). Iako uloga inzulinske signalizacije 
u DVC-u  nije do kraja razjašnjena intenzivno se istražuje u kontekstu regulacije 
homeostaze energije. Aktivacija inzulinskog receptora u DVC signalizacijskim putem 
ovisnim o ERK1/2, a neovisnim o PI3K smanjuje proizvodnju glukoze i unos hrane [93]. 
Promjena fosforilacije  ERK1/2 pokazuje da je kod kontrolnih životinja ovaj signalni put 
aktiviran intraperitonealnom primjenom galaktoze, a kod STZ-icv životinja, iako je u 
usporedbi s kontrolnim životinjama pojačano aktiviran, peroralna administracija galaktoze 
uzrokuje dodatno povećanje fosforilacije dok ga intraperitonealna smanjuje (slika 14.). S 
obzirom da je fosforilacija ERK1/2 najmanje izražena u STZ-icv životinja nakon 
intraperitonealne administracije galaktoze, gdje je dobiven i najmanji intenzitet signala za 
pIRS1 (slika 11.), moguće je da intraperitonealna administracija galaktoze drugačije utječe 
na STZ-icv životinje zbog slabije aktivacije inzulinske signalizacije u DMNX-u. Analiza 
aktivnosti mTOR sustava DMNX-a govori u prilog povećane aktivnosti nakon peroralne 
administracije u kontrolnih i STZ-icv životinja što odgovara povećanoj aktivnosti pIRS1, ali 
izgleda da intraperitonealna administracija galaktoze dovodi do izuzetno povećane 
aktivnosti kod STZ-icv životinja (slika 12.). Hiperaktivnost mTOR puta smatra se važnom 
u AD-u [94, 95] i znak je metaboličke disfunkcije stanice. U našem istraživanju ovaj je 
fenomen dodatno potvrđen inhibicijom autofagije koja je vidljiva kao pojačana fosforilacija 
ULK1 na 757 serinu nakon peroralne administracije galaktoze kod kontrolnih i 
intraperitonealne administracije kod STZ-icv životinja (slika 13.). Obrnuto, peroralna 
administracija galaktoze pojačava autofagiju u DMNX-u STZ-icv životinja (slika 13.). 
Sumarno, kod STZ-icv životinja nakon peroralne administracije galaktoze dolazi do 
pojačanog lučenja inzulina, aktivacije inzulinske signalizacije u DMNX-u (povećana 
fosforilacija pIRS1), te aktivacije mTOR i ERK1/2 uz istovremenu aktivaciju autofagije. 
Nakon intraperitonealne administracije galaktoze ne dolazi do pojačanog lučenja inzulina 
ni do aktivacije inzulinske signalizacije (pIRS1), kao ni ERK1/2, ali dolazi do znatne 
aktivacije mTOR-a i veće razine oksidativnog stresa. Nakon intraperitonealne 
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administracije također dolazi do pojačanja signala GLUT3 i GLUT4 (slika 15.). Transporter 
za glukozu 4 prijenosnik je reguliran inzulinskom signalizacijom [96] i AMP-aktiviranom 
protein kinazom (AMPK) [97], a s obzirom da nakon intraperitonealne administracije 
galaktoze STZ-icv štakora nema pojačane inzulinske signalizacije moguće je da je 
pojačana ekspresija GLUT4 rezultat aktivacije AMPK. Iako su fiziološki oprečni u zdravoj 
stanici, istraživanja pokazuju da su AMPK i mTOR istovremeno pojačano aktivni u AD-u 
[98], a glavnim uzrokom difunkcionalne energetske homeostaze i recipročne regulacije 
AMPK i mTOR smatra se oksidativni stres [98] koji je u našem istraživanju bio najjače 
izražen kod STZ-icv životinja tretiranih intraperitonealnom galaktozom kao i pojačani 
signal transportera za glukozu. Promjena ekspresije GLUT4 inducirana galaktozom mogla 
bi imati posljedice i na inzulinsku signalizaciju DMNX-a s obzirom da istraživanja pokazuju 
da je inhibitorni učinak inzulina na sinaptičku ekscitaciju moguće spriječiti inhibicijom 
GLUT4 [99]. Iako iz dobivenih rezultata nije moguće zaključiti što je uzrok promjeni 
ekspresije transportera za glukozu, rezultati novijih istraživanja pokazuju da postoje 
mehanizmi AMPK-om posredovane regulacije transporta glukoze ovisni o ROS-u što bi 
moglo objasniti dramatično povećanu ekspresiju transportera za glukozu kod STZ-icv 
štakora nakon intraperitonealne administracije galaktoze [100].  
Osim što je moguće da galaktoza direktno ostvaruje svoj učinak na metaboličkoj razini, 
postoji mogućnost da su pozitivni učinci peroralne galaktoze posredovani lučenjem 
inkretina iz probavnog sustava. Nedavno objavljeni rezultati govore u prilog ovoj hipotezi 
[66]. Glukagonu sličan peptid 1 inkretinski je hormon koji se luči iz L-stanica u crijevu na 
podražaj hranjenjem [101]. Osim što potiče lučenje inzulina, istraživanja pokazuju da GLP-
1 ima neuroprotektivni i neurotrofni učinak zbog čega se u poslijednje vrijeme intenzivno 
istražuje potencijalni terapijski učinak modulacije GLP-1 sustava [102–105]. Naši rezultati 
pokazuju da ne postoje statistički značajne razlike u koncentraciji GLP-1 kod STZ-icv 
životinja nakon peroralne i intraperitonealne primjene galaktoze u plazmi i u CSF-u (slika 
16. i 17.). Međutim, koncentracija aktivnog oblika GLP-1 (7-36 amida i 7-37) značajno je 
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povećana samo nakon peroralne administracije galaktoze (slika 18.). Nakon  što se GLP-
1 izluči kao fiziološki odgovor na obrok, dipeptidil peptidaza IV (eng. dipeptidyl peptidase 
IV; DPPIV) metabolizira hormon prije nego što je uopće izašao iz crijeva što je navelo 
znanstvenike da postave hipotezu da je učinak GLP-1 posredovan vagalnim aferentnim 
živcima u jetri i crijevima koji eksprimiraju GLP-1 receptor [106, 107]. Nakon vezanja za 
GLP-1 receptor na aferentnim vlaknima vagusa neuralni se signal preko jezgre solitarnog 
trakta projicira u središnji živčani sustav i to primarno u hipotalamičke jezgre i jezgre u 
moždanom deblu – parabrahijalnu jezgru, retikularnu formaciju i DMNX [106]. Budući da 
GLP-1 signalizacija u DMNX aktivira motorne neurone koji inerviraju gušteraču [108, 109] 
ovaj se signalizacijski put smatra važnim u regulaciji sinteze i lučenja inzulina te postoji 
mogućnost da promjene na razini DMNX-a mogu utjecati na zabilježene promjene 
inzulinskog sustava. Imunofluorescentna analiza pokazuje da peroralna i 
intraperitonealna administracija galaktoze povećavaju ekspresiju GLP-1 receptora u 
stanicama DMNX-a (slika 19.). Osim što sugeriraju da peroralna galaktoza ostvaruje svoj 
neuroprotektivni učinak stimulacijom sekrecije GLP-1, ovi rezultati važni su i za 
razumijevanja ranije prikazanih metaboličkih promjena povezanih s inzulinskom 
signalizacijom u DVC-u. Inzulin inhibira sinaptičku ekscitaciju neurona DMNX-a, a 
istraživanja pokazuju da su učinci neuromodulatora na sinaptičku inhibiciju u DMNX-u 
ovisni o povećanoj razini unutarstaničnog cAMP-a i vjerojatno povezani s cAMP-ovisnom 
translokacijom receptora [110–112]. Inzulin sprječava cAMP-om inducirano oslobađanje 
GABA-e u DMNX-u [99] što implicira postojanje interakcije između utjecaja inzulina i 
inkretina na razini DMNX-a na vago-vagalnu regulaciju tjelesnih funkcija povezanih s 
energetskom homeostazom. Vezanje inzulina na inzulinski receptor potiče o cAMP-u 
ovisnu fosforilaciju supstrata inzulinskog rceeptora (IRS), aktivaciju kinaza i modulaciju 
ionskih kanala [99]. S obzirom na permisivnu ulogu cAMP-a na inzulinsku signalizaciju u 
DMNX-u, moguće je da je inhibitorni učinak inzulina trajno inhibiran te da se aktivira tek 
akumulacijom cAMP-a induciranom vezanjem inkretina na receptor (npr. GLP-1). Rezultati 
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ovog istraživanja dodatno potvrđuju hipotezu da galaktoza ostvaruje učinak modulacijom 
GLP-1 sustava [66].  
S ozirom na prikazane rezultate očito je da postoje brojne razlike u učinku galaktoze koje 
ne ovise samo o načinu primjene, već i o stanju životinje koja je tretirana što je potrebno 
dodatno istražiti kako bi se dobio uvid u mehanizam štetnog i pozitivnog djelovanja 


















7. ZAKLJUČCI  
 
1) Koncentracija galaktoze u plazmi povećana je nakon primjene galaktoze u STZ-icv 
tretiranih životinja (viša nakon intraperitonealne u odnosu na peroralnu primjenu). U 
cerebrospinalnom likvoru akutna administracija galaktoze ne dovodi do značajnih 
promjena.  
2) Akuntna peroralna i intraperitonealna primjena galaktoze ne dovode do značajnih 
promjena glukoze u plazmi i cerebrospinalnom likvoru STZ-icv životinja. 
3) Koncentracija inzulina u plazmi smanjena je mjesec dana nakon STZ-icv primjene. 
Akutna peroralna i intraperitonealna administracija galaktoze povećava koncentraciju 
inzulina u plazmi. Koncentracija inzulina u cerebrospinalnom likvoru nije nađena 
promjenjena. 
4) Peroralna i intraperitonealna akutna primjena galaktoze uzrokuje povećanje aktivnosti 
katalaze i smanjenje količine antioksidansa, reduciranog glutationa, u zdravih životinja, 
dok je učinak u STZ-icv životinja suprotan u odnosu na kontrolne životinje. Akutna 
primjena peroralne i intraperitonealne galaktoze povećava lipidnu peroksidaciju u 
kontrolnih i STZ-icv tretiranih životinja.  
5) Metabolički učinak akutne primjene galaktoze selektivan je i ne uzrokuje metaboličke 
promjene povezane s fosforilacijom P70S6K, ERK1/2 i ULK1 na razini cijelog 
moždanog debla kontrolnih i STZ-icv životinja. 
6) Kontrolne i STZ-icv životinje mjesec dana nakon tretmana pokazuju različit obrazac 
promjena proteina povezanih s inzulinskom signalizacijom, regulacijom metabolizma te 




7) Akutna primjena galaktoze ne dovodi do značajnih promjena u koncentraciji GLP-1 u 
plazmi i cerebrospinalnom likvoru, ali dovodi do značajnog povećanja aktivnog oblika 
GLP-1 u plazmi.  
8) Akutna peroralna i intraperitonealna administracija galaktoze dovodi do povećanja 
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